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INTRODUCTION A L’ETUDE 
DE LA SENSIBILITE BACTERIENNE A LA COLISTINE 


ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS OBTENUS PAR QUATRE LABORATOIRES 


par R. BOURSE et J.-J. MONNIER. 


Unstitut de Bactériologie 
et d’Hygiéne de la Faculté de Médecine de Toulouse 
[Professeur ANDRIEU ]) 


Les techniques bactériologiques de détermination de la sensibilité des 
bactéries aux antibiotiques présentent dans leur grande diversité au 
moins un point commun : c’est leur imprécision relative. Les écarts 
observés d’un auteur a l’autre entre les concentrations minima inhi- 
bitrices (C. M. I.) d’un antibiotique pour une espéce bactérienne donnée 
sont suffisants parfois pour faire considérer l’espéce étudiée comme 
sensible ici et comme insensible ailleurs. 

Parmi les multiples causes de cette imprécision, il en est une qui 
est fréquemment évoquée, souvent d’ailleurs en dernier ressort, comme 
inévitable et indiscutable : c’est le « facteur personnel », dont les ravages 
s’étendent a tous les domaines de la biologie. 

Il nous a paru indispensable, comme préliminaire 4 1’étude d’un anti- 
biotique menée conjointement par quatre laboratoires différents, de 
déterminer dans quelle mesure l’influence de ce « facteur personnel » 
pouvait perturber la comparaison des résultats enregistrés, voire inter- 
dire la mise en commun de ces résultats pour l’établissement d’un 
spectre d’activité de la colistine, déterminé sur le plus grand nombre 
possible d’espéces et de souches bactériennes. 


MATERIEL ET METHODES, 


1° MAT®RIEL ET METHODES BACTERIOLOGIQUES. — Nous avons établi en 
commun un protocole de détermination des C. M. I. rigoureux dans ses 
moindres détails, en standardisant au maximum la méthode des dilutions 
sériées en gélose, qui est actuellement la méthode la plus utilisée pour 
1’étude systématique de sensibilité aux antibiotiques des espéces micro- 
biennes aérobies. Les solutions antibiotiques ont été réalisées a la 
concentration de 10000 pg/ml en eau distillée et conservées & + 4°C 
pendant quinze jours au maximum. Les solutions d’utilisation sont 
effectuées par dilution de 2 en 2 d’une solution 4 1000 ug/ml en ean 
distillée sous un volume de 1 ml, et incorporées chacune 4 9 ml de gélose 
maintenue fondue A 45°C, puis immédiatement coulée en boite et 
utilisée le jour méme. 
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L’ensemencement est réalisé en stries 4 partir d’une dilution au 1/100 
d‘une culture en bouillon de vingt heures. 

La lecture des résultats est effectuée aprés vingt heures 4 37°C. La 
C. M.I. est celle qui ne permet la croissance d’aucune colonie aprés 
cette période d’incubation, 

Nous avons également mis en commun 15 souches appartenant a des 
espéces trés différentes, pour lesquelles chaque laboratoire a généra- 
lement répété plusieurs fois la détermination des C. M. I. de colistine. 


Les souches retenues pour cette étude appartiennent aux espéces 
suivantes : 


ESCO oh ert foe aaa ne SEs Ce Se Oe aerate 7 souches 
PSéeUudomo;nrds. . acs Sas soe terete eae eens 1 souche 
Proteus Or gGaniy a ee oe ee ea ere 1 souche 
MOT Ax ELLAA LOO [ft arratatse roel el oe eee cs een terete 1 souche 
Moracella glucidolyctcdme: air -ine ttt tear 1 souche 
Bordetella Bei sak erin chy ere et ee ee 1 souche 
Gajffkyan letragende sees Ee eee ee eee 1 souche 
Shigella sonnétca disney ho tee ey eee 1 souche 
Caondidamalbicansmeajsetn oe SS ON COTE 1 souche 


Chaque laboratoire enfin a eu a sa disposition : 
a) Deux milieux différents : 
a) Le milieu Difco (Nutrient Agar n° 0001-01). 


6) Un milieu préparé spécialement par 1’Institut Pasteur pour cette 
étude, et dont la formule est la suivante : 


Extraipedewviandesiiebigpeae- eer eee ee eee ee 1,50 g 
Autolysat, de levure.-Bylascwws. =: ae. Seances ae Bie 
Reptone: Uclat pticenaa ack: ecient GP Wig: 
Ghlorure devsodium: aise = 5 eee eee 5 g 
Bas. aiattid Gib oe co es BO en we a, ae el 
Gélosenvseteesth Sheets Se eee eee eee aly gs 


Ajuster le pH de maniére 4 obtenir un pH final de 7,4. 


b) Deux formes différentes de colistine (Colimycine Roger Bellon) 

a) Le sulfate (lot 1013 Z). 

B) Le méthane sulfonate (lots 176/614, 176/616, 1047, P 250) mis A 
notre disposition par les Laboratoires Roger Bellon. 


Les C. M. I. ont été exprimées sur la base pondérale sans tenir compte 
du titre en unités de chacune de ces formes. 


2° ETUDE STATISTIQUE DES RESULTATS. — Dans le but de simplifier les 
calculs, les résultats fournis par chaque laboratoire en C. M. I. (ug/ml) 
ont été transposés en unités statistiques selon la formule : 


unité statistique = 10. log (Cc. M. I. x 100) 
simplifié 4 2 chiffres en négligeant les décimales. 


Le tableau I donne la correspondance entre les C. M. I. et Jes unités. 
statistiques et montre que de cette maniére nous avons transformé une 
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progression géométrique de raison 2 en progression arithmétique de 
raison 3, tout en pouvant a chaque instant réaliser la transformation 
inverse. 


Compte tenu de cette simplification, 1’étude statistique des résultats 


Tasteau I. — Transformation des C. M. I. en unités statistiques. 
| 
foo. UNITES 
C.M.I. (ug/ml) | C.M.I. x 100 (CMa. x 100) 10 X log. STATISTIQUES 
| (U.S.) 
| 
| 100 IO 000 4,0000 40,0 40 
| 50 5 000 3,6990 36,9 37 
| 25 2 500 3,3979 33,9 34 
12,5 I 250 3,0969 30,9 31 
6,25 625 2,7959 27,9 28 
| Bete, 312 2,4942 24,9 25 
1,56 150 2,1931 21,9 22 
0,78 78 I,8921 18,9 19 
0,39 39 I, 5911 15,9 16 
0,19 19,5 I,2900 12,9 13 
} 0,098 9,75 0,9890 9,89 BKe) 


enregistrés par les quatre laboratoires a été conduite en analysant les 
chiffres obtenus souche par souche, et a porté sur trois points : 


A. Analyse de variance entre les résultats des quatre laboratoires sur 
les C. M. I. déterminées chaque fois de facon indépendante : 

a) Avec le sulfate de colistine sur le milieu Difco ; 

b) Avec le sulfate de colistine sur le milieu de |’Institut Pasteur ; 

c) Avec le méthane sulfonate de colistine sur le milieu Difco ; 

d) Avec le méthane sulfonate de colistine sur le milieu de 1’Institut 


Pasteur, 
soit un total de 8 4 24 résultats enregistrés par les quatre laboratoires, 
avec une méme souche, sur le méme milieu, en utilisant une méme 


forme d’antibiotique. 


Au terme de cette étude, la proportion des résultats discordants, c’est- 
A-dire des résultats s’écartant de facon significative de la variance totale, 
par rapport aux résultat concordants, a été établie pour chaque labo- 
ratoire, et l’ensemble analysé par le test du ,? (corrigé si nécessaire 
selon Yates). 


B. Analyse des variations dues aux milieux. — Les conclusions de cette 
premiére étude nous ont conduits 4 écarter pour les calculs ultérieurs 
les résultats discordants. Nous étions dés lors autorisés 4 cumuler les 
résultats concordants enregistrés par les quatre laboratoires, et 4 pro- 
céder sur cet ensemble a l’analyse statistique des variations dues au 


milieu. 
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Nous avons alors comparé, toujours souche aprés souche : 


a) Les résultats obtenus avec le sulfate de colistine sur le milieu Difco 
aux résultats obtenus avec ce méme sulfate sur le milieu de l'Institut 
Pasteur. 


b) De méme les résultats obtenus avec le méthane sulfonate de colis- - 
tine sur le milieu Difco aux résultats obtenus avec le méthane sulfo- 
nate sur le milieu de 1’Institut Pasteur. 

L’analyse de variance a été complétée, toutes les fois ot elle ne mon- 
trait pas de différence significative entre les deux milieux, par le test 
« t » de différence des moyennes. 


C. L’analyse des variations d’activité des deux produits a été conduite 
de maniére identique a la précédente, mais en comparant cette fois, sur 
le méme milieu, et toujours souche par souche, les résultats obtenus 
avec le sulfate de colistine aux résultats obtenus avec le méthane 
sulfonate. 


RESULTATS. 


A. Variations entre les quatre laboratoires. — Un premier résultat 
doit étre souligné d’emblée : sur les 15 souches choisies, 6 d’entre elles 
ont été trouvées insensibles 4 100 ug/ml, quels que soient la forme de 
colistine et le milieu utilisé, et ceci par les quatre laboratoires. Nous 
avons choisi arbitrairement cette concentration comme limite supé- 
rieure de détermination in vitro des C. M. I., ce qui parait étre 
actuellement la tendance la plus généralement admise. Dans ces condi- 
tions, nous n’avons noté absolument aucune discordance entre les quatre 
laboratoires pour la distinction des souches in vitro sensibles et des 
souches in vitro résistantes. 

En ce qui concerne les résultats obtenus avec les 9 autres souches, le 
tableau II montre qu’il existe également une concordance trés étroite, 
puisque sur 574 résultats enregistrés, 559 sont concordants et 15 seule- 
ment sont discordants. 


Tasieau II. — Analyse des résultats obtenus 
par les quatre laboratoires. 
RESULTATS 
LABORATOIRE TOTAL 

Discordants Concordants 

I II 124 135 

2 go 90 

3 4 193 197 

4 fe) 152 152 

EhOUA Ur ss ree 5 559 574 


Test du y? (4 laboratoires) = 23,20, trés significatif. — Test du y° (laboratoires 2 
3 et 4) = 5,38, non significatif. — Test du y® (laboratoires 1 et 3) = 5,60, 
significatif. 
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Le test du y? montre que cette discordance est significative, en raison 
du fait que 11 sur 15 de ces résultats discordants ont été donnés par le 
méme laboratoire. Or, il s’agit de 11 résultats obtenus le méme jour par 
ce laboratoire, ce qui laissait soupgonner une faute de technique passa- 
geére, qui a d’ailleurs été décelée immédiatement : c’est uniquement par 
souci d’objectivité que les résultats incriminés ont été inclus dans cette 
étude statistique. 

Donec, compte tenu de ce résultat entiérement prévisible, il n’existe 
pas de différence significative entre les déterminations de sensibilité 
réalisées par les quatre laboratoires. 

En d’autres termes, les C. M. I. déterminées par un laboratoire pour 
chaque souche, avec un milieu et une forme de colistine donnés, ne 
différent pas de facon significative des résultats obtenus, avec la méme 
souche et dans les mémes conditions, par l’un quelconque des trois 
autres laboratoires. 


B. Variations d’activité de la colistine dues au milieu utilisé. — Le 
tableau III résume, en unités statistiques, les C. M. I moyennes obtenues 


Tasreau III. — Sensibilité a la colistine de 9 souches bactériennes 
diverses. (Moyennes de 8 a 24 déterminations par souche.) 


= 
C.M.I. DE COLISTINE (en U.S.) 
Milieu de a ; 
SOUCHE l'Institut Pasteur Milieu Difco 
Méthane Méthane 
| Sulfate | sulfonate | Sulfate | suifonate 
| 
ba BOvACICUALB Sn velsetsols « I4 14,2 14,8 Pt 
ZO COLO im tan ortys elsitais: eis. toye & 18,3 21,9 2359 29,1 
Sie GOLUB. « Lucien: apne aieenisress Zoe 23,6 26,1 Bilae 
in ESCUAOMONES alesis ae = 24,7 29 29,8 30,4 
5. Gaffkya tetvagena ...... 34 3455 32,9 37:4 
6. Moraxella lwoffi ....... 22,4 23,9 33,3 SH 
7. Moraxella glucidolytica..| 22 25 30,3 34,6 
ely dae (HOS “a0 Gas o cao oe OO e 20,7 24,2 25,4 29,6 
9. Shigella sonnet......... 22 25,3 25,4 29,9 


pour chaque souche, selon le milieu utilisé et la forme de colistine 
choisie. 

L’analyse des différences observées entre les chiffres obtenus sur le 
milieu Difco et les chiffres obtenus sur le milieu de I’Institut Pasteur 
montre que ce dernier milieu indique des C.M.I. plus basses. La 
moyenne des différences observées est de 6, avec un écart-type de 3, ce 
qui représente une différence d’activité de la colistine du simple au 
quadruple selon le milieu choisi. A cet égard il n’y a pas de différence 
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significative entre le sulfate ou le méthane sulfonate de colistine 
(tableau IV) : on retrouve le méme écart entre les deux milieux quel que 
soit le produit considéré. 


Tasteau IV. — Variations d’activité de la colistine selon le milieu 
utilisé. 
DIFFERENCE DES C.M.I. (U.S.) ENTRE MIZIEU DIFCO 
ET MILIEU PASTEUR 
N° souche 
| avec le sulfate avec le méthane-sulfonate 

Te henge areas 0,8 6,8* 

CRIN ena eh Fie On Uae 

pees sce ae 5,8* on 

ee carer SNE yng ae 

Mie ae RE ee ett Zo" 

Cow abewe oka tenaray ae 10,9* Tiginey 

GPS TO OTN 333 9,6* 

So wicgdaeeepuiarrens Aaa 5,47 

OR rersiecty nape ers Bis AO 
Boe RIO IC oes eka toe Oe ke. ey ee ommn Gaia Dakeia ac 133 
SOE AAA Aeon oO UO EO amo Ao Oe Ore 1,50 
Moyenntie’ 2énérale soe. srser: fo lhe h ee eee == 
Beart itype]: oc. cds.accin tenses ae eerie ne ee 2 =3 

Les résultats significatifs sont suivis d’un astérisque. 

C. Variations d’activité de la colistine selon le sel utilisé. — L’ analyse 


des différences observées entre les chiffres obtenus avec le sulfate ou le 
méthane sulfonate (tableau V) montre que ce dernier sel est, sur la base 
pondérale, moins actif que le sulfate. Ceci ne doit pas surprendre étant 
donné que le titre du sulfate est environ le double de celui du méthane 
sulfonate. 

Cependant, cette différence n’est pas la méme selon le milieu utilisé : 
le sulfate est en moyenne deux fois plus actif que le méthane sulfonate 
sur le milieu de I’Institut Pasteur, trois fois sur le milieu Difco. Ce 
dernier semble donner d’une souche & l’autre des résultats plus 
constants (o6 = 0,9). 


CONCLUSIONS. 


Au terme de cette confrontation statistique des résultats obtenus par 
quatre laboratoires sur la sensibilité bactérienne A la colistine, il nous 
parait utile de tirer des conclusions de deux ordres. 

En premier lieu, une conclusion d’ordre général : il est possible 
de comparer les résultats des spectres antimicrobiens établis par des 
auteurs différents, et ceci malgré « le facteur d’erreur personnelle », 
lorsque les techniques ont été rigoureusement standardisées : A cet égard 
la méthode de dilutions en milieu solide nous parait la plus commode 
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Tasteau VY. — Variations d’activité de la colistine selon le sel utilisé. 
DIFFERENCE DES C.M.I. (U.S.) 
ENTRE METHANE SULFONATE ET SULFATE 
N° SOUCHE 
sur milieu Pasteur sur milieu Difco 
1 aera AR Ate tei Ale 0,2 6s2% 
Py Bo PO SAT B70" 52 
Bs crmeetnadks-x Sa Gy 
2 So. a o.e6 00 Oe a3 6,6* 
Sis. lereeortoitske a » 0,5 4,5* 
Onan S oeisies oes 1,5 4,4* 
ase oreo tanat tometer sual ALBe 
OWte nike trs sieraiees 35° Ava 
Quen eee ha. ees Bion 4,5* 
re er ee, | Ac I se a. A re ee 2,87 
1B WOR Sie: 0: CNC OI OGY 6 St OER OCS or oe a ce ae A EE 4,16 
Moy ennepimilien wstitutePasteuter ste cele «arses oe 2,0 
Eeart LNA LEP Cars ch ancy GRACO CREE Ot cx G0 Sanco ce ac Rn 1,5 
IUConcribols ousklelsybl WDINKCON oon SSA Oe ose on od Aon ee 5 
BEAL ty pon ar Meaty. «ducer ei tbs Ahi iedush awash vate 4 0,9 


Les résultats significatifs sont suivis d’un astérisque. 


codifier. Les résultats de cette étude nous ont ainsi permis d’établir 
un spectre d’activité de la colistine portant sur un grand nombre de 
souches en un temps relativement court. 

En second lieu, une couclusion qui intéresse plus particuliérement 
la colistine : l’influence du milieu utilisé est extrémement importante 
dans la détermination de l’activité bactériostatique de cet antibiotique. 
Cette influence est telle qu’elle peut amener 4 discuter la valeur méme 
de la détermination comparée des C. M. I. de deux formes différentes de 
colistine selon la composition du milieu choisi. 


Les laboratoires ayant participé a ce travail sont : 


1° Institut Pasteur, Laboratoire de ]’Hépital: Y. Cxasperr, avec 
la collaboration technique de M'e J. Hervé et M'° M.-Y. Giranp. 


2° Institut Pasteur de Lyon, Service de Microbiologie : A.-L. CourTIEU, 
avec la collaboration technique de M¥ C. Lonceray, M"* M. Monpan et 
M@™e C. MIRraILyer. 


3° Laboratoire de  Bactériologie, Laboratoires Roger Bellon : 
P. de Lasupie, avec la collaboration technique de M’° S. Parre et 
Me B. PRADEAU. 

4° Institut de Bactériologie et d’Hygiéne de la Faculté de Médecine 
de Toulouse : J. Monnier et R. Bourse, avec la collaboration technique 
de Me J. Onrray et de M¥° J. Dicomrs. 


SPECTRE ANTIBACTERIEN 
DE LA COLISTINE VIS-A-VIS DE 1200 SOUCHES 


par A.-L. COURTIEU, J.-J. MONNIER, P. de LAJUDIE 
et Francoise N. GUILLERMET. 


(Unstitut Pasteur de Lyon, 
Institut de Bactériologie de la Faculté de Médecine de Toulouse 
et Service de Recherches du Laboratoire Roger Bellon) 


Depuis la découverte de la colistine (1), en 1950, par Koyama et 
coll. [6], & partir des cultures de Bacillus colistinus, divers travaux 
ont précisé les limites générales de l’action de ce nouvel antibiotique. 
Ce sont en premier lieu ceux des Japonais, puis en Europe les publi- 
cations italiennes [3, 8] et celle de Chabbert [2]. Enfin au Symposium 
annuel de New York, en 1959, les auteurs américains [4, 4, 5, 7, 
9, 10, 41] apportent les résultats de leur expérience. Tous sont d’accord 
sur l’efficacité in vitro de la colistine sur l’ensemble des bactéries 
Gram-négatives, Entérobactéries et Pseudomonas aA J exception des 
Proteus, et sur son manque d’activité vis-a-vis des germes Gram-positifs 
ainsi que sur les champignons microscopiques. 

Dans l’ensemble, ces recherches ont été faites soit sur un groupe 
déterminé de germes, soit sur un petit nombre de souches, soit enfin 
avec des souches de collection. 

Nous avons voulu, dans le présent travail, étudier l’activité antibac-- 
térienne in vitro de la colistine sur un trés grand nombre de souches, 
en choisissant, presque exclusivement des germes isolés de produits 
pathologiques. Nous avons di cependant ajouter des bactéries de 
collection, afin d’étudier le comportement de l’antibiotique sur des 
souches que nous n’avions pas l’occasion d’isoler nous-mémes dans 
nos laboratoires. Nous avons ajouté également quelques souches de 
germes considérés souvent comme saprophytes, afin d’élargir le plus 
possible le champ de nos investigations. 


MatéricL Er MeErHopEs. 


I. — Cnoix pes GERMES EPROUVES. — La presque totalité de nos souches 
a été isolée dans nos laboratoires de Toulouse ou de Lyon. Un certain 
nombre nous a été fourni par des bactériologistes (Brucella : D™ Roux : 


(1) Dans certains travaux italiens et francais, la colistine est dénommée 
colimycine. 
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Pasteurella : D® Girard et Dt H. Mollaret ; Malleomyces : D™ Chambon ; 
Vibrio : D*® Gallut) ; Dermatophytes ; Dt Segretain). Seuls Pediococcus 
cerevisiae, divers Lactobacillus, Pasteurella pestis et la souche BCG sont 
des souches de collection. La majorité des germes étaient fraichement 


Tasreau I. — Répartition des germes. 


Année R ; 
Nom d é enseignements 
lu germe aueotemente) Sérotypes ou lysotypes ives 


sérotypes B et C 


Neis. meningitidis 
Neis. gonorrhoeae 1955 a 1957 
Neisseria diverses 1957 a 1960 


Diploc. pneumoniae 1956 a 1960 

Streptoc. beta H. 1958 a 1960 groupes A.B.C.G.F. 3 souches n'ont pas 
été groupées 

Streptoc. alpha H. 1958 a 1960 

Hemoph, influenzae 1954 a 1960 

Hemoph. hemolyticus 1955 a 1958 

Bord. pertussis 1958 a 1960 

Bord. parapertussis 1953 a 1960 

E. coli ( o¢ - dispar) ORT vet 0.5 

H. colt 0; 26:23, 6 1956 a 1960 Birmingham, Liége 

Ki cog: 0; 55> BS 1956 a 1960 Lomme, Béthune, Weiler 

Bocolay0\ 5) Wess 4: 1955 a 1957 Sevres et Sevres-Lyon 

EH. coli O, 111; B 4 1958 Sévyres-Lyon & Bretonneau 

cou. OF ill: B;.4 1959 & 1960 Bretonneau 

S. typhi A;-Dj, Efa, Fy 3 souches du groupe 


"‘aliénosensible" 


Dundee, Beccles et 
lysotype 1, variété 4 
serotype 1 


S. paratyphi B 


Sh. dysenteriae 


sérotypes 2, 3 et 6 


Sh. flexneri 


9 lysotypes 
divers 


biotypes a etd 


Sh. sonnei 


Serratia 1954 a 1959 

Listeria 1956 a 1960 sérotypes 1 et 4 b. 

C. diphtheriae 19574 1960 3 souches non 
toxigénes 

[sities | 


(x) Lorsque l'année n'est pas précisée, toutes les souches ont été isolées en 1959 et 1960. 


Erratum. — 11° ligne. Au lieu de: E. coli (a-dispar). Lire: E. coli (alkales- 
cens dispar). 


isolés et n’avaient subi que fort peu de repiquages avant d’étre éprouvés 
vis-a-vis de la colistine. 


On trouvera dans le tableau I une liste des germes étudiés, avec leur 
répartition indiquant les années de leur isolement ainsi que les 
principaux lysotypes ou sérotypes pour les germes caractérisables par 
ces méthodes. Les germes ne figurant pas sur le tableau, ou ceux pour 
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lesquels aucune date n’est indiquée ont tous été isolés en 1959 ou 1960. 
En complément, nous indiquerons que les Salmonella diverses 
comprennent les sérotypes suivants : S. paratyphi A, S. celn, S. monte- 
video, S. bareilly, S. bovis morbificans, S. dublin, S. anatum et 
S. ibadan. 


Nous précisons en outre que la souche de Chromobacterium violaceum 
a été isolée d’une eau de la région lyonnaise, et que le Xanthomonas 
était présent dans une créme de riz. 


On trouvera plus loin, lors de l’exposé des résultats, des « noms » 
de germes actuellement contestés. Nous avons adopté, dans ces cas, les 
dénominations qui nous paraissaient les plus classiques. Nos souches 
d’Alcaligenes correspondent 4 des germes ciliés mono ou lophotriches. 
D’autre part, les Morazella lwoffi pourraient étre, pour certains, 
rattachées aux Alcaligenes immobiles. Dans les Morazella glucidolytica, 
nous classons les germes dénommés par d’autres Bacterium anitratum, 
Herellea vaginicola et méme Diplococcus mucosus. Nous avons d’ailleurs 
éprouvé dans ce groupe, en méme temps que nos propres souches, quatre 
Diplococcus mucosus fournis par le D™ H.P.R. Seeliger, neuf Diplo- 
coccus mucosus adressés par le D™ C. Simon (Kiel), dix Bacterium ani- 
tratum isolées au Serum Statens Institut de Copenhague par 
Mme Erna Lund, trois souches d’Herellea vaginicola dues a l’obligeance 
du Dt W.H. Ewing. Les résultats de 1’étude de toutes ces souches sont 
compris dans nos résultats globaux rapportés 4 Morazella glucidolytica. 


Dans le tableau II figurent les germes de collection avec les réfé- 
rences indiquant leur provenance. 


Au total, c’est 1229 souches différentes qui ont été éprouvées dans 
cette étude ; elles se répartissent par groupes de la maniére suivante : 


Ofer (0 ane Ene CN OC ORO DOCS AAO Ono oom amicc Hor OOK: 152 
Parvobactéries.... «tence dapper en neers 112 
Enlénobactenies fos) se ie Namie ager croton ren no errors 632 
Autres sbacilles Gramenecatis: serenmererr meee tenis 234 
Bacilles ‘Gram=-=positits eth BEG (eee eee 38 
ANdero bie=Strictes: © viigewn eres ie cate ceeter aoen eae ete 26 
FRUITING £5 ars, clots o Sateen. esse tore lone ete arate tao eae ea eer 30 

POU) canst sceyaretatatopers eee eet 1 229 


II. Mizizux ET TECHNIQUE. Dans un travail préliminaire, l’activité 
de la colistine a été recherchée sur 15 souches éprouvées par la technique 
exposée ci-dessous dans quatre laboratoires. Ces résultats font lobjet 
de l’analyse statistique rapportée par R. Bourse, qui montre la validité 
des renseignements recueillis par chaque laboratoire. Cette garantie 
obtenue, nous avons pu utiliser l’ensemble des résultats rapportés dans 
le présent travail. 


Nous avons utilisé une technique de dilutions en série en milieux 
solides sur boites de Petri de 10 cm de diamétre, sauf pour le BCG et 
pour les germes anaérobie-stricts qui ont nécessité l’emploi d’une 
technique de dilutions en série en milieux liquides. 
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Le milieu employé a été, sauf indications contraires, préparé par 
l'Institut Pasteur ; il a la composition suivante : 


XUAN eC mU TAI Ce ETO D OMe ene cet ett a Se ee ee iong; 
ULOlYSatmUe sLeVUPe BY lantnhten «tec ee en let eee ne ah gy 
Reptoneml CLARA my ct te ene hr ee, Y 6 g 
Chilorimem demso Cin ee ese saat reac nde mi akon ebeicne es Lay) Pee 
DENI go. FITS OR aSm os Oe te ee ae etm I ee! 


Q 
gS 
[) 
D 
@ 
= 
ot 
dQ 


Ajuster le pH de maniére a obtenir un pH final de 7,4. 


On ajoute: 
PHOSpHatew dISO CUqUCr Mae eo eta eete aan oe see JUN) xe. 
Phosphatemmonopotassiquel east aan eeis ade nweoase ee 0,4 ¢ 
CINCO Seminar. SPER Reber Rise) ot haahacie chs + Sasa ae, 


Tasiesu IJ]. — Souches de collection. 


Pediococcus cerevisiae A Geen SO81 
Pasteurella pestis Souche E,V, de l'Institut Pasteur 
Lactobacillus acidophilus souche thérapeutique 


Lactobacillus fermenti Ast. iC.C.  9339 


Lactobacillus plantarum KOT.G.iC. 8O14 


Lactobacillus casei A.T.C.C. 7469 
Lactobacillus leishmanni A.T.C.C. 4797 et A.T.C.C. 7830 


B.C, G. Souche de l"Institt Pasteur 


Pour les bactéries sérophiles, hémophiles ou exigeantes, ce milieu a été 
additionné de 5% de sang de cheval défibriné. Pour les levures et les 
dermatophytes les tests ont été pratiqués sur la gélose glucosée de 
Sabouraud (Institut Pasteur) ; les dilutions ont été faites en tubes de 
18 mm de diamétre. Pour le BCG, utilisation des milieux de Youmans- 
sérum et de Dubos, répartis & raison de 5 ml en tubes de 18 mm de 
diamétre. Les germes anaérobie-stricts ont été éprouvés sur bouillon VF 
glucosé, en tubes de Hall a étranglement ; on devait en outre pour les 
anaérobie-stricts autres que W. perfringens, ajouter 5 % de sérum 
frais de cheval. Enfin Bordetella pertussis et parapertussis ont été 
ensemencés sur milieu de Bordet-Gengou 4 20% de sang de cheval 
défibriné. 


Colistine. — C’est le sulfate de colistine qui a été choisi pour tous 
nos essais, sauf pour le BCG. Un seul lot de sulfate (sulfate de coli- 


Annales de VInstitut Pasteur, 100, supplément au n° 4, 1961. 2 
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mycine, lot 1013-Z des laboratoires Roger-Bellon) a servi pendant les 
six mois d’expérimentation. La poudre était répartie, apres double 
pesée, sous fractions de 100 mg. Une solution-mére titrant 10 mg/ml 
servait 4 préparer les dilutions finales d’emploi. Cette solution était 
conservée 4 + 4° C pendant 10 jours maximum. 


Les dilutions finales de colistine dans les tests de sensibilité 
comprenaient une gamme de demi en demi allant de 100 pg/ml a 
0,4 ug/ml. 


Préparation de UVinoculum. — Il n’a pas été possible d’uniformiser de 
facon précise la densité de l’inoculum vu la trés grande variété des 
germes étudiés. Nous avons cependant essayé de la standardiser au 
maximum, car ce point est d’une importance capitale pour les résultats. 
De nombreux auteurs nous ont déja apporté leur expérience en ce 
domaine. Plus spécialement pour la colistine, Chabbert [2] a montré 
que l’ensemencement de 10? A 107 germes Shigella sonnei par ml 
pouvait augmenter la concentration minima inhibitrice de 10 fois 
et qu’au-dela de 10’ germes par ml on observait une perte brutale de 
l’activité de la colistine. Schwartz et coll. [9] obtiennent des résul- 
tats superposables en milieux liquides avec Pseudomonas et Klebsiella 
et montrent que le sulfate de colistine est un peu moins sensible a 
Veffet de Vinoculum que le méthane-sulfonate. 


Dans l’ensemble, les germes se développant bien sur milieux simples 
étaient cultivés pendant 18 - 20 h sur eau peptonée ou bouillon de 
viande. Une dilution au 1/100 en eau peptonée ou sérum physiologique 
constituait l’inoculum. Les Hemophilus, N. meningitidis, N. gonor- 
rhoeae étaient cultivés pendant 18-20 h sur un tube de gélose inclinée 
au sang. Cette culture était émulsionnée dans 5 ml de sérum physio- 
logique : une solution 4 5/100 en eau peptonée constituait l’inoculum. 
Pour les streptocoques B et a hémolytiques, D. pneumoniae, Brucella, 
Neisseria saprophytes et C. diphtheriae, on utilisait une culture de 
18-20 h en bouillon de viande glucosé 4 2 pour 1000. Une dilution a 
2 ou 5/100 (suivant les germes) constituait l’inoculum. La souche de 
BCG était cultivée en milieu de Youmans-sérum ou de Dubos pendant 
6 jours. L’inoculum était préparé avec une dilution au 1/50 de ces 
cultures. Pour les levures et les dermatophytes les préparations étaient 
différentes. Tous les Candida étaient cultivés pendant 18-20 h sur eau 
peptonée et l’inoculum préparé en diluant ces cultures au 2,5/100. Les 
trois souches de dermatophytes et celle de Geotrichum étaient cultivées 
6 jours et une dilution au 1/100 de ces cultures servait d’inoculum. 
Les germes anaérobie-stricts ont été assez difficiles 4 manipuler : pour 
eux, il a fallu travailler avec un inoculum trés dense, seul capable 
d’assurer un développement constant dans les tubes témoins sans anti- 
biotiques. Une culture pure de 18-20 h. en bouillon VF glucosé était 
ajoutée au tube-test de bouillon VF glucosé contenant la dilution de 
colistine 4 raison de 0,5 ml de culture pour 9,5 de milieu. 


Techniques. — Dans le plus grand nombre de cas (germes sans exi- 
gences culturales), on coulait dans les boites de Petri de 10 cm de 
diamétre, 9 ml du milieu de base fondu et refroidi A 45-48° auquel 
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on venait d’ajouter et de mélanger 1 ml de la dilution de colistine en 
eau distillée. 

Pour les germes exigeant des facteurs de croissance, on coulait dans 
les mémes boites 18 ml de milieu de base fondu et refroidi 4 45-48° 
auquel on venait d’ajouter et de mélanger 1 ml de sang défibriné de 
cheval et 1 ml d’une dilution de colistine en eau distillée. 


Dans tous les cas, les boites étaient coulées sur un support hori- 
zontal parfait, laissées 4 solidifier sur place, puis séchées, couvercle 
entrouvert, pendant 1 heure a 37°. Elles étaient toujours utilisées 
le jour méme. 


L’ensemencement des boites avec l’inoculum était pratiqué soit avec 
un petit écouvillon de coton trempé dans 1l’inoculum, soit le plus souvent 
avec une pipette Pasteur 4 extrémité rodée a la flamme. Par cette 
derniére technique, on ensemencait le milieu avec environ 2-3 mm? de 
Vinoculum suivant une strie droite de 2,5 4 8 cm de long, ce qui 
représente un ensemencement d’environ 20 000 germes vivants. On peut 
ainsi, sur une boite de 10 cm de diamétre, ensemencer facilement 
16 souches différentes, 4 condition que la surface de la gélose soit rigou- 
reusement séche. En réalité, nous n’ensemencions que 15 souches a 
éprouver, une strie était toujours réservée a l’inoculum préparé avec 
une souche témoin : la souche d’Z. coli A. 224 (Monod). Cette souche 
était toujours partiellement inhibée par 0,4 ug/ml de colistine. I] y avait 
réguliérement 2 4 10 colonies sur la strie correspondant a cette dilution 
et ce caractére pouvait nous permettre de dépister immédiatement une 
erreur de dilution d’antibiotique. 


Les boites ensemencées étaient alors déposées dans une étuve & 37° C, 
lues aprés dix-huit heures, replacées 4 37° C, puis lues définitivement 
aprés quarante-huit heures. Pour les germes 4 croissance lente, la 
premitre lecture s’effectuait seulement le second jour et la lecture 
définitive le quatri¢me jour. Les Chromobacterium, Flavobacterium, 
Empedobacter, Xanthomonas, les levures et les dermatophytes ont été 
laissés A la température du laboratoire (22-24° C). 


R&suLTATS ET Discussion. 


Dans le but de faciliter l’exposé des résultats globaux obtenus dans 
notre étude, nous avons procédé 4 un regroupement d’un certain nombre 
de germes ou d’espéces dans des groupes naturels ou arbitraires qui 
permettront une lecture plus simple. 


1° Comportement des cocci (tableau III). — Ce tableau montre que, 
si les cocci Gram-négatifs sont plus ou moins inhibés par la colistine, 
les cocci Gram-positifs sont franchement résistants. Seules deux souches 
de staphylocoques blancs 4 coagulase-négative et la souche de Pedio- 
coccus ceerevisiae sont inhibées par 100 pg/ml de colistine. 

Les gonocoques et les méningocoques sont a peine inhibés, alors que 
les Neisseria saprophytes sont plutét dans les zones de sensibilité. 


Wright et Welch [44], Schwartz et coll. [40] ont montré la résistance 
parfois importante des staphylocoques et streptocoques, puisqu’elle peut 
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atteindre plus de 300 yg/ml, avec toutefois quelques souches 
plus sensible. Seul Streptococcus faecalis est toujours totalement 
résistant. 


Pour les cocci Gram-négatifs, Schwartz et coll. [10] indiquent une 
petite sensibilité des méningocoques et une résistance de la souche 
de Neisseria catarrhalis éprouvée. Nos six couches de Neisseria diverses 
sont assez nettement sensibles, mais ne comportent que des souches 
pigmentées autres que N. catarrhalis. 


2° Groupe des Parvobactéries (tableau IV). — On remarquera que, 
dans V’ensemble, presque toutes les espéces de ce groupe sont sensibles 
et méme trés sensibles. Seules les Brucella sont & peu prés résistantes. 
Particuliérement les trente-huit souches de B. pertussis et les quatre 
souches de B. parapertussis sont sensibles 4 0,4 ug/ml qui est le taux 
le plus faible recherché dans cette étude. Plusieurs auteurs japonais 
ont d’ailleurs indiqué l’action de la colistine dans la coqueluche, et 
Koyama [6] avait montré l’extréme sensibilité du bacille de Bordet- 
Gengou, de méme que Forni [3] et Di Nola [8]. La résistance que 
nous constatons pour les Brucella confirme les travaux antérieurs [3, 
6, 8, 40}. 

Si Pasteurella pestis et P. multocida sont sensibles, Cillopasteurella 
pseudotuberculosis ou bacille de Malassez et Vignal se montre résistante. 
Du moins, sur les cing souches étudiées appartenant aux types I a V, 
seule la souche du type IV est sensible, les quatre autres sont résis- 
tantes. 


3° Enterobacteriaceae (tableaux V a et V 6). — Dans le but de favoriser 
les comparaisons, nous avons séparé dans les colonnes horizontales 
les souches d’Escherichia coli et de Salmonella en divers sérotypes. 
Cette séparation ne présente qu’un intérét relatif pour les Salmonella 
puisque toutes les souches se situent dans les zones de sensibilité. Les 
Salmonella paratyphi B montrent quatre souches sensibles 4 des doses 
supérieures 4 1,6 pg/ml, mais il s’agit du lot comportant le plus 
grand nombre de souches (49) ce qui peut expliquer le phénoméne. 
Shigella, Citrobacter et le groupe Klebsiella-Cloaca ne comportent que 
des souches sensibles. Proteus et Providence sont tous résistants a 
100 pg/ml; les Proteus sont représentés par les quatre espéces : 
P. mirabilis (quarante souches), P. vulgaris (deux souches), P. morgani 
(deux souches) et P. rettgeri (une souche). 


La dispersion de la sensibilité des divers groupes d’Z. coli est trés 
intéressante et pose des problémes dont l’importance doit se révéler 
capitale. Le premier groupe de cinquante-huit souches est formé de 
tous les germes de provenance variée et n’appartenant (pour ceux 
isolés de selles d’enfants) 4 aucun des neuf sérotypes des gastro-entérites 
infantiles, les autres n’ont pas été typés. Toutes ces souches sont dans 
la zone de sensibilité. Le second groupe porte 1l’étiquette d’Alkalescens- 
Dispar. 11 s’agit d’E. coli immobiles, non gazogénes se rapprochant des 
Shigella. Parmi les quatorze souches éprouvées, dix appartiennent au 
sérotype AD 0,1 et quatre au sérotype AD 0,5 ; elles sont toutes trés 
sensibles. Pour les sérotypes des gastro-entérites infantiles, les résultats 
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varient surtout suivant la fréquence des sérotypes en cause. En effet, 
les sérotypes les moins fréquemment rencontrés sont sensibles (0,86 : 


B,7 ; 0,119: B14; 0,125: B,15; 0,126: B16; 0,198: B,12). Les séro- 
types classiques les plus anciennement décrits comme responsables des 
gastro-entérites infantiles sont sensibles (0,26: B,6; 0,55: B,5; 
0,111 : B,4) avec 5 p. 100 de souches résistantes 4 100 pg/ml. Il est 
intéressant de remarquer que toutes les souches résistantes sont parmi 
les souches toulousaines, alors que toutes les souches lyonnaises sont 
sensibles, méme celles d’E. coli 0,111: B,4 du lysotype Sévres, variété 
Lyon, isolées de 1955 & 1958, parmi lesquelles celles de 1956 et 1957 
étaient résistantes alors 4 tous les antibiotiques, sauf 4’ la polymyxine. 


Il reste maintenant 4 discuter des résultats obtenus avec les E. coli 
0,127 : B,8. Nous avons séparé ce sérotype en deux groupes : le premier 
formé par les souches isolées chez des enfants hospitalisés, le second 
par les souches isolées au cours d’épidémies ou de cas sporadiques 
dans des collectivités d’enfants. Dans le premier groupe 20 p. 100 
seulement des souches sont sensibles, deux souches résistent & 100 pg/ml 
et viennent de Toulouse, les autres se situent dans une zone de relative 
résistance, mais aucune des souches lyonnaises n’est résistante & 
100 pg/ml. Les germes du deuxiéme groupe ont été isolés dans trois 
collectivités différentes. Dans une seule, l’épidémie s’est maintenue 
au-dela de plusieurs semaines et c’est 1A que sont apparues les premiéres 
souches résistantes, alors que colistine et polymyxine étaient utilisées 
avec succés depuis plusieurs mois. Dans le tableau V a les huit souches 
résistantes de ce groupe ont été isolées chez quatre malades (un a 
quatre isolements successifs par malade) ; il ne s’agit donc en défi- 
nitive que de quatre souches différentes. 


Une discussion plus détaillée de ces divers résultats sera faite dans 
une autre communication. 


L’ensemble de nos résultats du comportement des Entérobactéries 
vis-a-vis de la colistine correspond A ceux des travaux antérieurs [4 a 
44]. Déja Greengard et Aliseda [5] par la méthode des disques, 
signalaient des E. coli 0,111: B,4 et 0,119: B,14 résistants au cours 
d’épidémies de gastro-entérites infantiles. D’autre part, dans leur 
statistique, Schwartz et coll. [10] font mention d’E. coli résistants a 
100 »g/ml, mais n’indiquent pas leur sérotype. Enfin, dans le méme 
travail, les auteurs ont observé une souche d’Aerobacter (Cloaca) résis- 
tante ; nos vingt souches de ce groupe sont toutes sensibles. 


4° Autres germes Gram-négatifs (tableau VI). — Mises A part les trois 
souches de Vibrio comma, toutes ces souches appartiennent a la 
famille des Pseudomonadaceae telle que la définit Brisou. On y trouvera 
des germes pigmentés (A pigment diffusible ou & pigment insoluble) 
et des germes non pigmentés (groupe Achromobacter-Acinetobacter de 
Brisou). 

Tous les Pseudomonas sont relativement sensibles, de méme que les 
Morazella glucidolytica (B. anitratum), Il est difficile d’avoir une 
opinion sur le comportement des Chromobacterium, Alcaligenes 
et Xanthomonas, étant donné le petit nombre de souches éprouvées. 
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La résistance des Serratia est un fait notable. Schwartz et coll. [10] 
signalaient aussi une souche résistante. Cette constatation pourrait 
apporter un élément de plus pour classer ces germes en dehors des 
Enterobacteriaceae. Au cours de ce travail, nous avions observé deux 
souches de germes classés par nous Cloaca résistants a 100 pg /ral. 
Reprenant plus en détail leur étude bactériologique en multipliant les 
tests d’identification, nous nous sommes apercus qu’il s’agissait de 
deux Serratia non pigmentés, diagnostic qui fut confirmé par 
le D™ Le Minor. Peut-étre la souche résistante d’Aerobacter de Schwartz 
signalée dans le groupe précédent, correspond-elle A un Serratia ? 


Quoi qu’il en soit, l'ensemble de nos constatations est en accord avec 
les travaux antérieurs [4 a 4, 6 A 44]. 


5° Bacilles Gram-positifs non sporulés (tableau VII). — Tous les 
Listeria et les bacilles de Loeffler sont résistants, alors que Schwartz 
et coll. [40] ont trouvé leur souche de C. diphtheriae sensible. Les 
diverses souches de Lactobaciilus que nous avons examinées sont relati- 
vement ou franchement résistantes. Toutes les souches isolées au labo- 


Tasreau VII. — Bacilles Gram-positifs et BCG. 


Nombre de souches sensibles aux taux Nombre total de 
ci-dessous q germes 
résistants & 
100 g/ml 


Listeria monocytogenes 


Lactobacillus (collection) 


Lactobacillus (Doderlein) 


ratoire et dont l’espéce n’a pas été déterminée sont parmi les souches 
résistantes 4 100 ng/ml. Elles correspondent au groupe dit « bacille de 
Doderlein ». La souche de L. acidophilus éprouvée par Di Nola [8] 
s’était montrée sensible & 50 unités/ml. 


6° Ensemble des germes anaérobie-stricts (tableau VII). — Nous 
r’avons pas eu l'occasion de trouver dans la littérature de résultats 
concernant ce groupe de germes. II] n’est donc pas possible de comparer 
nos résultats. Nos quinze souches de Welchia perfringens sont résistantes. 
La seule souche de Spherophorus pseudonecrophorus est sensible, et 
celle de S. freundi est résistante. Pour ces deux germes, la sensibilité 
A la colistine est comparable 4 la sensibilité a la pénicilline. Les Fusi- 
jormis se comportent de méme et sont sensibles a la colistine et a la 
pénicilline. Enfin, une seule souche éprouvée de Bifidibacterium 
bifidum s’est montrée relativement sensible. 
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7° Fungi (tableau IX). — Il y a peu de commentaires 4 faire sur les 
résultats obtenus avec les levures et les dermatophytes, qui sont presque 
tous résistants. Seuls, les Candida autres que C. albicans sont inhibés 
par 100 ug/ml. Ces constatations rejoignent celles de Schwartz et coll. 
[40], qui ont montré également I’inactivité de la colistine sur les 
moisissures, sur d’autres dermatophytes et sur divers Fungi pathogénes 
pour l’homme. 


Tasteau IX. — Fungi. 


Nombre de souches sensibles aux MESO BS 
Nombre de 3 de germes 
taux ci-dessous Fs 
germes résistants 4 


testés 


Candida albicans 

Candida tropicalis 
Candida pseudotropicalis 
Candida krusei 

Trichnoph. mentagrophytes 
Trichoph, rubrum 
Geotrichum candidum 


Microsporum canis 


Total du groupe 


R&SUME ET CONCLUSIONS. 


De étude de l’action de la colistine sur plus de mille deux cents 
germes par une technique de dilutions sériées en milieu solide, nous 
pouvons confirmer l’action élective de cet antibiotique sur les bacilles 
Gram-négatifs ; il se comporte en cela comme la polymyxine. Parmi les 
germes les plus sensibles, il convient de signaler Bordetella pertussis et 
B. parapertussis, les Pasteurella, les Hemophilus. Les Enterobacte- 
riaceae (sauf les Proteus) sont sensibles, et parmi elles les Salmonella 
et les Escherichia. Parmi ceux-ci toutefois, quelques souches respon- 
sables de gastro-entérites infantiles se sont montrées peu ou_ pas 
sensibles ; leur apparition semble, d’aprés nos constatations, liée 4 ]’utili- 
sation plus ou moins systématique de la colistine et de la polymyxine, 
phénoméne commun 4 tous les antibiotiques. Elles appartiennent 
notamment au sérotype 0,127: B,8. Parmi les autres sérotypes, leur 
fréquence est trés réduite. Les Pseudomonas sont également sensibles, 
de méme Spherophorus pseudonecrophorus et les Fusiformis. L’action 
sur les germes d’autres familles Gram-négatives est plus variable. Les 
Brucella, les Malleomyces, sont A peu prés résistants, comme les 
Neisseria. 

Les cocci et les bacilles Gram-positifs, la souche de BCG, les levures 
et les dermatophytes doivent étre considérés comme résistants. 
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SUMMARY 


ANTIBACTERIAL RANGE OF COLISTINE FOR 1 200 sTRAINS. 


The study of colistin activity on more than 1 200 bacterial strains by 
means of serial dilutions in solid media confirms the elective activity of 
this antibiotic on Gram-negative germs. From this viewpoint, colistin 
behaves like polymyxin. Among the most sensitive germs are Bordetella 
pertussis and B. parapertussis, the Pasteurellae and Hemophilus. Entero- 
bacteriaceae (Salmonellae) are sensitive (Proteus excepted). Among 
Escherichiae (particularly those belonging to the various serotypes of 
infantile gastro-enteritis) there exist resistant strains, the appearance 
of which seems to be due to the more or less generalized use of colistin 
and polymyxin. Pseudomonas, Spherophorus pseudonecrophorus and 
Fusiformis are also sensitive. The activity against other Gram-negative 
bacterial families is more irregular. Brucella, Malleomyces and Neisseria 
are almost completely resistant. 


Cocci and Gram-positive bacteria, BCG, yeasts and Dermatophytes 
must be considered as resistant. : 


* 
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MODALITES D’ACTION ANTIBACTERIENNE 
DE LA COLISTINE 


par J.-C. PATTE et Y.-A. CHABBERT 
(avec la collaboration de P. DELALANDE). 


(Unstitut Pasteur, Laboratoire de lHépital) 


La colistine [4] est un antibiotique polypeptidique qui s’apparente, 
par sa formule cyclique et ses acides aminés constitutifs, & la poly- 
myxine [2, 3]. Il semble donc logique d’admettre que les deux anti- 
biotiques possédent un mécanisme d’action identique. Les études 
jusqu’ici réalisées sur la polymyxine ont mis en évidence un pouvoir 
bactéricide extrémement marqué et trés rapide. La tensio-activité des 
solutions de polymyxine [4], le réle antagoniste des savons [5], la 
fixation de l’antibiotique marqué en molécule fluorescente sur la partie 
lipoprotéique de la membrane osmotique de la bactérie [6], ont permis 
d’émettre l’hypothése selon laquelle cet antibiotique agirait en rompant 
la barriére osmotique du germe, entrainant une lyse bactérienne [6, 7]. 
Son mode d’action est ainsi 4 rapprocher de celui des antiseptiques, 
qu’elle rejoint par sa rapidité d’action. 

Nous avons cherché & savoir si les modalités du pouvoir bactéricide 
de la colistine pouvaient étre rapprochées de celles proposées pour la 
polymyxine. 


MATERIEL ET METHODES. 
I. Germes utilisés. — E. coli souche Monod, et Klebsiella souche AS. 


Il. Milieux de culture. — a) Bouillon nutritif Institut Pasteur (macé- 
ration de viande + autolysat de levure + peptone). 


b) Nutrient Broth Difco. 
c) Milieu synthétique n° 63 [9]. 
Les milieux solides correspondants sont gélosés A 15 p. 1000 avec 


de Vagar en paillettes pour le premier, avec de l’agar Difco pour les 
deux autres. 


III. La colistine était utilisée sous forme de sulfate de colistine 
(sulfate de colimycine lot n° 791 fourni par les laboratoires Roger 
Bellon). Les acides aminés provenaient des laboratoires Hoffmana- 
La Roche et Eastman-Kodak. 


IV. Protoplastes. Préparés par action de la pénicilline sur des germes 
en phase de croissance selon la technique de Lederberg [410]. 
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V. Photométrie. Réalisée sur des germes en phase de croissance. Prélo- 
vements de 2,5 ml dans des tubes de 22 mm placés inclinés au bain- 
marie 4 37°. Lecture turbidimétrique en transmission au spectrophoto- 
métre de Jobin et Yvon 4 650 A. Cuves de 1 cm. 


VI. Etude de la bactéricidie. Gammes de décroissance au demi en 
tubes 4 hémolyse renfermant 1 ml de solution en eau distillée de 
sulfate de colistine 4 concentration double de la concentration terminale 
a obtenir. Ensemencement avec 1 ml de bouillon ensemencé. Mise au 
bain-marie ou A l’étuve 4 37°. Numération des survivants en milieu 
solide ; selon l’inoculum de départ : 


a) Ensemencement en surface: étalement d’une goutte (provenant 
au besoin d’une dilution) sur un secteur d’une boite de Petri ; 


, 

b) Pour les inoculums faibles, ensemencement dans la masse de tout 
Vinoculum. z 

Lecture par rapport 4 des dilutions de linoculum originel. 

Pour l’étude du réle de l’origine des souches, celles-ci ont été entre- 
tenues pendant trois jours sur les milieux liquides utilisés ; le dernier 
repiquage servant d’inoculum pour l’expérience, par dilution dans 
chacun des trois milieux. Soit donc neuf inoculums différents, d’ot 
neuf gamimes. 


VIf. Traitement par les ultra-sons. Réalisé dans le Service de Chimie 
Microbienne, par le D* Prudhomme. Traitement par les ultrasons 


d’une suspension é6paisse 4 partir d’une culture sur gélose. Aprés 
quarante minutes, filtration sur bougie du liquide ainsi obtenu. 


RESULTATS 


Etudes photométriques. — Des courbes de croissance d’l. coli Monod 
et de la souche AS ont été réalisées en présence de concentrations 
variables de colistine, en milieu synthétique et en bouillon Institut 
Pasteur (IP). 


Dans les conditions expérimentales utilisées, nous avons pu constater 
que (fig. 1): 

1° Les résultats sont sensiblement identiques, que l’action initiale 
de l’antibiotique se fasse sur des germes en phase de croissance ou 
sur des germes au repos. 


2° La colistine est active & des concentrations trés basses, de 1]’ordre 
de 0,5 »g/ml, pour une population d’environ un million de germes 
par ml. 


3° L’écart entre concentrations inhibant totalement la croissance et 
concentrations inactives (courbes superposables A la courbe témoin): 
est trés faible (0,12 pg et 0,8 ug/ml pour cette méme population). 


4° A des concentrations élevées (100 pg/ml), la décroissance des. 
densités optiques n’est pas considérable (selon les inoculums de départ : 
0,33 a 0,23 ; 0,13 a 0,9), et elle cesse pratiquement apres trois heures. 
de contact. Par ensemencement en gélose de ces populations, une dimi- 
nution trés importante du nombre des germes (1/1000 4 1/10 000 de 
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Vinoculum) est évidente. A l’observation microscopique, les bactéries 
semblent immobilisées ; aucun autre phénoméne net n’est visible. 


5° A des concentrations trés élevées (1000 pg/ml), on observe une 
nette augmentation de la densité optique. Celle-ci est due, comme 
on peut l’observer au microscope, a une agglutination des bactéries, 
ainsi qu’&’ une précipitation de l’antibiotique avec certains éléments du 
milieu. 

6° Si, aprés un contact d’une heure entre germes et antibiotique, 
les populations de chaque tube sont centrifugées, lavées a l’eau physio- 


i E. col’ Monod Milieu synthétique n& 63 
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logique, remises en suspension dans le milieu de culture de 1l’expé- 
rience, et qu’on étudie a nouveau leur courbe photométrique de 
croissance comparativement a celles données par des tubes témoins non 
centrifugés, les courbes obtenues sont comparables dans les deux cas. 


Les mémes études réalisées sur des sphéroplastes d’E. coli et de 
Klebsiella donnent des résultats comparables. Des concentrations de 
1 000 pg/ml entrainent également une augmentation de densité optique 
(avec agglutination visible au microscope)). On n’observe pas de dimi- 
nution significative de turbidité avec des concentrations de 100 ng/ml. 
Aucun éclatement net des sphéroplastes n’a pu étre observé au micros- 
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cope. Se manifestent cependant une immobilisation, une rétraction légére 
et une granulation des éléments. Ces transformations ne nous ont pas 
paru atteindre le stade « ghost ». 


Influence de la température sur le phénoméne de bactéricidie. — Sur 
une population d’environ dix millions de germes, la concentration 
minima inhibitrice (C.M.I.) en milieu Institut Pasteur (I.P.) se situe 
vers 0,2 ug/ml quand on opére A 37°. Si lexpérience est réalisée 
a 4°, le phénoméne de _ bactéricidie existe encore, moins marqué 
cependant ; le point inhibiteur se situe 4 6 ug/ml. Si on opére sur des 
germes en phase de croissance, la diminution des germies viables est 
sensiblement plus rapide, mais les résultats terminaux sont identiques. 


Mais, si on réalise une suspension en eau physiologique de bactéries 
au repos et qu’on la place 4 37° en présence de colistine, ]’action bacté- 
ricide de la colistine est encore nette & des concentrations de 1 g/ml : 
en deux heures, moins de 1 p. 100 de survivants. 


Réle du milieu et de Vorigine des souches. — Nous avons repris avec 
fa colistine les expériences de Haas et Sevag [441] sur l’influence des 
milieux dans l’activité de la polymyxine. Pour cela, nous avons suivi 
les courbes de bactéricidie en fonction du temps sous l’action de la 
colistine pour les souches Z. coli Monod et AS, dans les trois milieux 
liquides. 

Une différence nette s’établit entre les résultats des études de bacté- 
ricidie, principalement entre ceux fournis en milieu synthétique (MS) 
et ceux obtenus en bouillons IP ou Difco. 

Mais la variabilité de ce phénoméne s’accroit fortement lorsqu’on 
étudie des inoculums identiques (selon les expériences 1 million ou 
10 000 germes par ml) provenant de milieux différents (fig. 2). 


On note ainsi qu’en milieu synthétique, le phénoméne de bactéri- 
cidie est trés peu marqué pour les souches d’origine MS et Difco, et 
qu’il est encore peu important pour les souches d’origine IP (fig. 2). 
D‘autre part, les souches provenant de MS ont une bactéricidie beaucoup 
moins marquée que celles d’origine IP, ceci étant valable pour les 
milieux d’expérience Difco et MS, et, en milieu IP, pour des inoculums 
de départ de 10° germes/ml. Méme entre milieux trés proches, 
on note des divergences trés importantes: ainsi les bactéricidies en 
Difco sur des souches d’origine IP, et en IP sur des souches d’origine 
Difco, suivent des courbes trés différentes. 


Enfin, les répercussions sur les C.M.I. peuvent étre trés importantes . 


a) Avec les souches Monod et AS, inoculums de départ 10* germes/ml, 
les points inhibiteurs sont dans une dispersion trés faible ; 

b) Au contraire, avec la souche AS, inoculum 10% germes/ml, la 
C.M.J. en MS d’origine MS ou Difco, et en IP d’origine MS, est 
nettement plus élevée (quatre 4 dix fois) que dans les autres gammes. 


Les différents acides aminés et facteurs de croissance courants se sont 
révélés, & l’état isolé, sans action sur la courbe de bactéricidie. 

L’action des sels sur la croissance [12], étudiée en MS ou autolysat 
de levure, a mis en évidence une action antagoniste du chlorure de 
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calcium sur l’activité antibiotique, mais 4 de trés fortes concentrations 
(de l’ordre de 5 g p. 1000). Ont été également étudiés, sans résultats, 
les ions Cl, NO,, SO,, Na, K, Mg, Ca, Zn. D’ailleurs, l'étude de la teneur 
en sels des milieux IP et Difco n’avait pas révélé de différences qui 
mous aient semblé suffisantes pour expliquer les phénoménes obtenus. 


Etude de la courbe de bactéricidie. — Dans les expériences précédentes, 
un phénoméne a pu étre noté de facon 4 peu prés constante : la bacté- 
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ricidie sous l’action de la colistine est rapide : en quinze minutes a 
une heure, selon les milieux et les inoculums, le nombre de germes 
a diminué jusqu’’ 10-* a 10—* de l’inoculum de départ. Au bout de 
cinq heures, plusieurs tubes donnent des prélévements de survivants 
négatifs (que l’on peut chiffrer inférieurs 4 100 germes/ml). Or, aprés 
dix-huit heures d’étuve, la croissance est nettement visible dans plusieurs 
de ces mémes tubes, et elle est sensiblement comparable A celle du 
témoin. 

Nous avons donc affaire 4 un « phénoméne de rebond » : certains 
germes, soumis a l’action de l’antibiotique & une concentration norma- 
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lement bactéricide pour la plus grande partie de Jinoculum, sont 
capables de se développer dans cette concentration ; ils fournissent une 
population semblable en nombre A celle qui serait obtenue en absence 
d’antibiotique. 

Ce phénoméne de rebond a été étudié avec de nombreux autres anti- 
biotiques. Il est extrémement marqué avec la polymyxine. Mais il existe 
aussi pour d’autres antibiotiques. Cependant, avec ceux-ci, il n’est 


Klebsiella AS Milieu! P Sulfate de Colistine en pg/ml . 
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possible de le mettre en évidence que pour une seule concentration, 
proche du point limite. Au contraire, pour polymyxine et colistine, 
ce phénoméne s’étend sur un grand nombre de concentrations de la 
gamme (en général trois 4 cinq) et sur une échelle de disparition 
plus importante (jusqu’au 1/10 000° de la population originelle). 


La colistine est théoriquement stable 4 37°; ce fait a été vérifié en 
l’absence et en présence de germes. Aprés avoir réalisé une gamme 
de colistine ensemencée et culture 4 37° pendant dix-huit heures, tous 
les tubes sont centrifugés ; le surnageant est utilisé de nouveau comme 


gamme de bactéricidie. Aucune différence significative n’est mise en 
évidence, aux erreurs de dosages prés. 
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D’autre part, nous avons réalisé une suspension trés épaisse de germes 
tués par la chaleur que nous avons ajoutée 4 une gamme de colistine 
ensemencée. Un effet minime sur la C.M.i. (deux a trois fois supérieure) 
a été noté pour la suspension pure ; mais celui-ci disparait dés la dilution 
i 1/100 de la suspension de germes tués. 


Il nous a paru intéressant de savoir ce qu’étaient ces germes « suryi- 


Kiebsiello AS. Milieu|.P Sulfate de Colistine en pg/ml 
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vants ». Dans ce but, nous avons repris des tubes en recroissance dont 
on avait suivi la courbe de bactéricidie. La population a été centrifugée, 
lavée et remise en suspension en présence d’une nouvelle gamme de 
colistine. A partir de ces tubes en recroissance, ont été également 
effectués des isolements de colonies qui ont été utilisés comme ino- 
culums pour de nouvelles études de bactéricidic. 

Ces expériences ont été réalisées avec trois densités d’inoculums : 105, 
10*, 10? germes/ml. 

Une partie des résultats est exprimée dans les courbes des figures 3 
et 4. 

Dans l’expérience dont l’inoculum était 102 germes/ml, la concen- 
tration totalement inefficace (en fait s’observe une légére hormésis) 
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est extrémement faible (0,006 g/ml). Le phénoméne de rebond est 
encore net pour trois concentrations. 

Si on reprend, aprés isolement, les germes en recroissance A cing 

heures, et que l’on renouvelle l’expérience, le phénomene est identique 
a celui obtenu avec la souche primitive. 
Si on part d’un inoculum de 10‘ germes, le résultat est sensiblement 
différent. La modification du point limite, pour les inoculums secon- 
daires réalisés avec des germes isolés en recroissance A cinq heures, 
est faible (deux 4 quatre fois supérieure) ; mais la bactéricidie est A peu 
prés nulle en dessous de la concentration de colistine 4 laquelle la 
bactérie a résisté dans la premiére partie de l’expérience. 

Avec des inoculums de départ de 10° germes, on a pu centrifuger les 
tubes de la gamme en recroissance A cing heures, et les utiliser comme 
inoculums. Une faible variation de la C.M.I. et une modification de 
bactéricidie du méme type que précédemment s’observent également. 
Des expériences, réalisées cette fois sur des germes isolés de ces tubes 
en recroissance, nous ont donné des résultats divers : pour cing colonies 
prises au hasard, deux se comportaient d’une facon assez proche de la 
souche primitive, avec une C.M.I. légérement décalée (deux fois supé- 
rieure) ; deux donnaient encore le phénoméne de rebond, avec une 
C.M.I. huit a seize fois plus haute; la colonie cing possédait une 
C.M.I. seize fois plus haute, mais la bactéricidie en dessous de cette 
concentration était 4 peu prés nulle. 

On a étudié la sensibilité de ces souches par la méthode des stries 
en gélose. Les résultats sont comparables : les souches une et deux ont 
un point limite peu différent de la souche primitive avec quelques 
colonies isolées pour des concentrations légérement supérieures ; les 
souches trois et quatre présentaient le méme phénoméne pour des 
concentrations quatre 4 huit fois plus élevées ; la souche cing donnait 
un point limite net, sans dissociation, pour une concentration seize 
fois supérieure. 


Recherche d’une enzyme destructrice. — La mise en évidence d’une 
enzyme diffusible par les méthodes usuelles en gélose s’est montrée 
négative. 


Nous avons alors étudié des souches sensibles et résistantes traitées 
par les ultrasons. Ces traitements, appliqués 4 des gammes de colistine 
ensemencées, n’ont entrainé aucune modification significative des phé- 
noménes de bactéricidie, d’autant qu’il fallait tenir compte de la facilité 
que possédent les antibiotiques de ce type de précipiter avec les nucléo- 
protéines [43]. 

Discussion. 


Le réle tensio-actif de la polymyxine sur la barriére osmotique de la 
bactérie, établi par des expériences nettes [4, 5, 6, 7], est actuellement 
admis par la plupart des auteurs ; il est alors possible de faire un 
paralléle avec le mode d’action des détergents cationiques ou anioniques 
dans la lyse bactérienne [8, 44, 45]. 

Les études de lyse bactérienne par la colistine, par photométrie des 
bactéries et des protoplastes, ne sont pas aussi probantes qu'il était 


possible de l’espérer. 
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L’augmentation de turbidité avec de fortes concentrations d’anti- 
biotique (1000 yg/ml) est un phénoméne déja décrit pour les déter- 
gents [416] ; elle correspond & une précipitation de la molécule avec des 
éléments du milieu, vraisemblablement nucléoprotéines [413] ; nous 
avons également observé une nette agglutination des éléments hacté- 
riens. 

Mais les courbes photométriques, en présence de faibles quantités 
de colistine ne subissent pas une décroissance aussi importante et aussi 
rapide que celle donnée par les détergents cationiques. I] nous faut 
cependant tenir compte de Ja composition des milieux ; nous avons vu 
que ceux-ci jouent un réle important dans la bactéricidie ; il est normal 
que ce réle se manifeste également en courbe de croissance ; d’ailleurs, 
des observations semblables ont été notées pour une substance anti- 
bactérienne 4 propriétés tensio-actives, la mégacine [45]. 

L’observation microscopique simple ne nous a pas montré non plus 
une lyse nette. Au microscope électronique, on peut voir des bactéries, 
soumises a la colistine, altérées en quelques heures (granulation, opaci- 
fication, destruction partielle de la paroi), mais d’autres restent intactes 
apres quarante-huit heures de contact [417]. 

De méme, pour les protoplastes, nos résultats ne concordent pas 
avec ceux obtenus pour les détergents [46]. En fait, nous avons opéré 
avec des « sphéroplastes ». Or, il est admis que ceux-ci possédent un 
reste, vraisemblablement lipoprotéique, de paroi cellulaire. Et, récem- 
ment, Gebicki et James [18] ont remarqué que les formes de lyse, 
les « ghosts », de ces éléments montrent une structure encore visible 
au microscope 4a contraste de phase ; celle-ci est capable de renvoyer 
les rayons, jouant un rodle net dans les observations turbidimétriques. 

D’autre part, la non-réversibilité de l’action antibiotique, une fois 
la colistine éliminée par lavage, est, elle, en faveur d’une activité 
directe et simple (si on n’envisage pas une fixation trés solide de la 
molécule sur la bactérie). 

Le mécanisme d’action purement physique, qui repose sur des bases 
expérimentales solidement établies par des nombreux auteurs pour 
détergents et polymyxine, joue donc certainement un réle important 
dans l’activité bactéricide de notre molécule. Mais il ne nous semble 
pas qu’il puisse seul expliquer le phénoméne. Plusieurs faits parlent 
en faveur de l’intervention d’un autre mécanisme, vraisemblablement 
enzymatique : 

A. Le réle de Ja température : le pouvoir bactéricide diminue nette- 
ment a 4°, sans que la lenteur de croissance des bactéries 4 cette 
température joue un rédle important dans cette diminution d’activité. 
Bien qu’on puisse admettre un réle de la température sur des énergies 
de liaisons chargées [49], une influence enzymatique parait plus vrai- 
semblable. Ivanovics [45] l’admet pour la mégacine, sur cette méme 
donnée. 

B. Le milieu d’expérience joue un réle trés important. On peut ici 
encore penser que la composition en sels, le pH, le rH, etc., ce que nous 
pourrions appeler des « facteurs ioniques », modifient la charge élec- 
trique de la barriére osmotique, et particulitrement des liaisons phos- 


phates (49], entrainant des altérations dans Ja fixation de 1a molécule 
antibiotique. 
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C. Mais il est difficile d’expliquer ainsi le réle du milieu d’origine 
des souches, avant leur traitement par Vantibiotique, lorsqu’elles sont 
étudiées dans un méme milieu d’expérience. Si l’on remarque que les 
principales différences se manifestent entre milieu synthétique et 
bouillon nutritif complexe, on peut imaginer, comme J’avaient fait en 
partie Haas et Sevag [41], l’hypothése suivante, avec tous les méca- 
nismes possibles qui en découlent : un métabolisme de synthése trés 
développé, la synthése par la bactérie d’enzymes nécessaires A Ja crois- 
sance en milieu pauvre, la protégent contre l’activité bactéricide de la 
colistine. 

D. Nous avons également recherché une explication pour le « phéno- 
méne de rebond ». La possibilité de simple « chance survivors » [20], 
de germes survivants par hasard & l’action bactéricide de la la concen- 
tration d’antibiotique, nous parait & exclure, vu l’importance de la 
bactéricidie préalable, et la gamme de concentrations ot apparait le 
phénomeéne. 

La destruction de l’antibiotique, possible par sa nature polypepti- 
dique, ou l’adsorption de la molécule sur les bactéries, tuées ou non, 
n’ont pas été observées dans nos expériences recherchant ces phéno- 
ménes. 

L’hypothése la plus vraisemblable était donc d’admettre l’hétéro- 
généité de la souche, avec existence de mutants résistants, avancée déja 
par Valenti et coll. [47]. Mais la possibilité de résistance a la 
polymyxine était généralement considérée comme inexistante, et ne 
concordait pas avec un mécanisme d’action purement physique. Cette 
hypothése pouvait étre valable pour des populations de départ de 10°, 
et méine de 104 germes/ml, en admettant un taux de mutation élevé. 
Les souches isolées en recroissances dans les expériences avec de tels 
inoculums se montrent en effet différentes de la souche originelle, soit 
dans leur concentration minima inhibitrice, soit dans leur courbe de 
bactéricidie. Et Vhypothése est trés fortement appuyée par les études 
génétiques de résistance a la colistine [21]. 

Mais cette notion de mutation est inapplicable & une population de 
102 germes ; dans une telle expérience, d’ailleurs, les germes isolés en 
recroissance sont cette fois identiques 4 la souche primitive. I] est 
possible d’imaginer la synthése par la bactérie d’une enzyme destruc- 
trice de Jl’antibiotique, type pénicillinase (les deux phénoménes 
possédent des points communs). Nos recherches dans ce sens se sont 
malheureusement révélées négatives. 

Le phénoméne semble donc fort complexe. 

On peut faire intervenir l’inhibition d’une perméase, permettant a 
la molécule d’atteindre son site d’action sur la membrane osmotique. 

La possibilité d’un métabolisme bactérien ot l’action de la colistine 
ne pourrait se manifester (comme dans l’influence des milieux d’ori- 
gine) peut également étre imaginée. Le phénoméne de rebond ne se 
produit que lorsque la plus grande partie de la population sensible 
a disparu ; le fait que le germe «en rebond » soit relativement isolé 
dans le milieu, semble assez important. Le milieu hostile dans lequel 
se trouve le germe peut étre considéré, peut-étre, comme différent du 
milieu originel, ou tout au moins le métabolisme bactérien corres- 
pondant. 
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Mais la vérification de telles hypothéses présente de trés grandes 
difficultés. 

E. Il a été possible d’obtenir des mutants génétiques a la colis- 
tine [24]. L’existence d’un géne capable de mutation doit donc faire 
admettre l’existence trés vraisemblable d’un systéme enzymatique, 
jouant un role dans l’activité antibactérienne de la colistine, enzyme 
dont la synthése est sous la dépendance de ce géne. 

Il nous apparait donc que l’activité bactéricide de la colistine met 
en jeu, outre une action sur la membrane osmotique qu’il faut consi- 
dérer comme vraisemblablement prépondérante, des systémes enzyma- 
tiques directs ou complexes, qui nous sont malheureusement encore 
inconnus. Ivanovics [45], étudiant la mégacine, aboutit d’ailleurs 4 une 
conclusion assez proche. 


Il faut remarquer que les facteurs ioniques dont nous parlions plus 
haut, jouent un role, a la fois : 


a) Sur la fixation de l’antibiotique sur la membrane osmotique par 
modification de charges électriques ; 

b) Sur l’activation ou l’inactivation partielle d’une enzyme ou systéme 
enzymatique agissant directement sur ]’antibiotique (enzyme destruc- 
trice, perméase, etc.) ou sur son site d’action ; 


c) Sur le métabolisme général de la bactérie permettant sa croissance 
dans le milieu considéré. 


Ceci peut expliquer le grand nombre et la diversité des facteurs qui 
semblent jouer un rédle dans l’action antibactérienne in vitro de Ja 
colistine. 


RESUME. 


La rapidité de l’action bactéricide de la colistine permet de penser 
que, comme la polymyxine, cet antibiotique agit sur la membrane 
osmotique de la bactérie. Cependant, la diminution de turbidité de 
suspensions microbiennes sous l’action de la colistine est moins pro- 
noncée qu’avec la polymyxine. D’autre part, la bactéricidie est forte- 
ment influencée par la densité de l’inoculum, la composition du milieu 
et le milieu d’origine sur lequel a été entretenue la souche avant 
l’expérience. La courbe de bactéricidie présente des « phénoménes de 
rebond », explicables dans certains cas seulement par l’apparition de 
mutants résistants. 

La discussion de ces phénoménes améne A juger nécessaire 1|’inter- 
vention de phénoménes enzymatiques complexes dans l’action anti- 
bactériernine de la colistine. 


SUMMARY 


MECHANISM OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF COLISTIN. 


The rapidity of the bactericidal activity of colistin suggests an action 
on the bacterial osmotic membrane. However, the decrease in turbi- 
dity of microbial suspensions under the action of colistin is less marked 
than with polymyxin. Moreover, the bactericidal activity is strongly 
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influenced by the amount of the inoculum, the constitution of the 
medium and the original medium on which the strain has been culti- 
vated before the experiment. The bactericidy curve shows « rebound 
phenomena », which may be explained by the appearance of resistant 
mutants in certain cases only. 

The study of these phenomena suggests that complex enzymatic pro- 
cesses are implied in the antibacterial activity of colistin. 
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TYPE ET CARACTERES 
DE LA RESISTANCE BACTERIENNE A LA COLISTINE 


par Y.-A. CHABBERT et J.-C. PATTE. 


(Institut Pasteur, Laboratoire de l’Hopital) 


Il est admis, depuis les premiers travaux de Jawetz et coll. [4], de 
Pulaski et coll. [2], et de Wrigth et coll. [3], qu’un des traits caracté- 
ristiques de la polymyxine B est que les germes sensibles ne déve- 
loppent pas facilement, une résistance a lantibiotique. Cependant, 
Jawetz a obtenu in vitro [4], chez une Klebsiella, une résistance élevée 
et in vivo [4] il a vu apparaitre dans une pyélonéphrite chronique 
4 Pseudomonas, une résistance au bout de neuf jours de traitement. 

Etant donné Ja parenté étroilte entre la polymyxine et la colistine, on 
était en droit de penser qu’il en serait de méme pour cet antibiotique. 
In fait, les résultats obtenus actuellement sont assez contradictoires. 
Initialement Koyama [5] n’a pas pu obtenir de résistance. Moiraghi- 
Ruggenini [6] obtient une souche d’E. coli deux cents fois plus résis- 
tante que la souche initiale. Chabbert [7] a obtenu aprés un seul 
passage en gélose, une souche de Ps. aeruginosa résistante 4 300 ug/ml, 
mais cette résistance était instable. Plus récemment, Schwartz et coll. [8] 
confirment qu’a leur avis la résistance n’est pas facile 4 obtenir et que 
les souches résistantes isolées ne se montrent pas stables et retournent 
facilement & la sensibilité en l’absence d’antibiotique. Graber et 
coll. [9] font 6 passages en milieu liquide avec 25 souches de Pseudo- 
monas. Ils obtiennent une résistance de quatre fois la souche primitive 
avec 3 souches sur 25, 9 souches ne modifient pas leur sensibilité et 
9 autres ne la modifient que de deux fois, taux qui peut étre considéré 
comme la variation habituelle de la méthode de dilution. Hirsch et 
coll. [40] travaillant avec deux souches de Pseudomonas aeruginosa, 
une souche d’A. aerogenes et une souche d’E. coli, obtiennent, aprés 
5 a 20 passages en gélose, une souche de Pseudomonas et une souche 
d’Aerobacter, nettement résistantes. A partir d’inoculums massifs de ces 
quatre souches ensemencées sur une gélose contenant 100 ug/ml de 
colistine, ces auteurs isolent chez A. aerogenes un variant hautement 
résistant. McCabe [44] observe la variation clonale de la sensibilité 
i la colistine parmi les bactéries d’une souche d’E. coli et note qu’une 
bactérie par milliard est capable de croitre dans une concentration de 
colistine huit a seize fois supérieure 4 celle qui inhibe 90 p. 100 des 
bactéries. Dans ces gammes de dilution en milieu liquide, ces auteurs 
ont pu isoler a partir de tubes montrant une croissance aberrante 
des bactéries soixante-quatre fois plus résistantes que la souche primi- 
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tive et ils concluent que la résistance a la colistine doit étre une résis- 
tance en un seul échelon de type facultatif. Enfin chez un malade atteint 
de pyélonéphrite chronique, il se produit une rechute avec une souche 
d’E. coli trente-deux fois plus résistante que la souche primitive et du 
méme type sérologique qu’elle. 

Un autre cas de résistance obtenu, cette fois au cours du traitement 
d’une gastro-entérite & E. coli entéropathogtne est signalé par Ross 
etecolian i t2i: 


Au cours d’une étude sur la vitesse de stérilisation des bactéries 
urinaires sensibles 4 la colistine dont les résultats sont rapportés ailleurs 
(René-Martin et coll. [43]), nous avons vu se sélectionner rapidement 
une souche hautement résistante dans 4 cas sur 10 étudiés. Parmi ces 
4 cas, 2 étaient des E. coli et 2 des Klebsiella. In vitro, ces quatre souches 
montraient un pourcentage élevé de mutants résistants. Dans ce travail 
nous étudierons principalement les caractéres de la résistance de ces 
souches. 


TECHNIQUES. 


Détermination de la sensibilité bactérienne aux antibiotiques. — La 
sensibilité des souches originelles et des divers mutants isolés est 
contrélée d’abord par la technique des disques. Pour la colistine, ces 
disques sont chargés avec 200 wg par disque de méthane sulfonate de 
colistine. Ces disques, d’un diamétre de 10 mm, qui sont constitués 
par du papier buvard de 250 g au métre carré, sont capables d’absorber 
40 mm de solution. Comme il a été montré par de Lajudie et coll. [44], 
ces disques ne permettent pas de controler la sensibilité 4 la colistine 
dans des conditions satisfaisantes. Leurs résultats varient considérable- 
ment suivant les milieux de culture et les espéces bactériennes et ne 
sont pas toujours en concordance avec ceux obtenus par les méthodes 
de dilution. [ls permettent cependant de mettre en évidence dans une 
population, la présence d’élémenis plus ou moins résistants grace a 
l’aspect de la zone d’inhibition. 

La détermination de la concentration minima inhibitrice de colistine 
est faite par la technique des stries, incorporant l’antibiotique dans 
un milieu gélosé que l’on coule en boite de Petri. On utilise générale- 
ment deux milieux dont le comportement vis-a-vis de la colistine est 
trés différent (Monnier et Bourse [45]) : le milieu de l'Institut Pasteur 
et la gélose nutritive Difco. Pour la vérification de la sensibilité d’une 
colonie, ou d’une souche, on utilise un inoculum constitué par une 
suspension contenant 10° bactéries/ml, qui est déposé sur la gélose 
avec un ensemenceur de Heatly sous forme d’une strie de 5 cm de 
long. Pour 1’étude du pourcentage de bactéries résistantes 4 divers taux 
dans une population, on utilise des dilutions de 10 en 10 d’une suspen- 
sion contenant environ 10° bactéries/ml. Ces dilutions sont déposées 
sur la. gélose sous un volume de 0,1 ml et étalées sur un secteur de 


la boite. 


Sélection des bactéries résistantes et contréle. — La sélection des 
bactéries résistantes dans une population a été faite par la méthode 
de dilution, en ensemencant 0,1 d’une suspension trés épaisse 
constituée par le culot de centrifugation 4 grande vitesse de 40 ml de 
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culture en bouillon. La résistance & la colistine des colonies les plus 
résistantes est contrélée par dilution en gélose et en milieu liquide. 
Leur sensibilité aux autres antibiotiques est vérifié par la méthode des 
disques et leur type bactériophagique par lysotypie (1). 


Indépendance des mutations. — Nous avons utilisé la technique des 
répliques sur velours de Lederberg [46] pour isoler des éléments résis- 
tants sans les mettre en contact avec l’antibiotique, en utilisant la 
souche qui montrait la plus grande fréquence de mutants résistants. 


Recombinaison. — Nous avons utilisé la technique de Jacob et 
Wollman [47] en employant un male HFr K12-3000, rendu résistant a 
la colistine par isolement des mutants résistants sur une gélose renfer- 
mant de l’antibiotique. Cette souche a été croisée avec une souche 
PA 200 (fournie par le D™ Jacob), souche femelle dont le chromosome 
porte les marqueurs thréonine, lysine, histidine, arginine, valine, BL, 
streptomycino-résistance. Dans cette technique, aprés contact d’une 
heure a 37° entre les deux souches en phase exponentielle de résistance, 
on isole les recombinants sur des boites de sélection donnant les recom- 
binants T+ L+SR; H+SR; ARG + SR; GAL + SR. Ces recom- 
binants ont été transférés par réplique sur velours, sur des géloses 
renfermant de la colistine. 


Apparition des résistants « in vivo ». — Des malades urinaires infectés 
par EB. coli ou Klebsiella ont été soumis a un traitement de colistine 
4 raison de 1 million d’unités de méthane sulfonate toutes les huit 
_ heures. Avant traitement et toutes les quatre heures, les urines émises 
pendant cette période ont été recueillies et le nombre de germes compté 
sur gélose en boite de Petri, par dilutions successives de 10 en 10. Dans 
les cas de résistance, la souche obtenue a été comparée A la souche 
initiale au point de vue sensibilité 4 la colistine, sensibilité aux autres 
antibiotiques, caractéres bactériologiques, lysotypie par les bactério- 
phages comme pour les souches obtenues in vitro. 


RESULTATS. 


1° Distribution clonale de la sensibilité & la colisline. — Si l’on 
ensemence des dilutions de la souche de Klebsiella GC ou TO ou la 
souche d’E. coli CO sur une gamme de colistine en gélose, on observe 
que pour chaque niveau d’inoculum la plus grande partie de la popu- 
lation cesse de croitre pour une certaine concentration, mais qu’un 
certain nombre de colonies sont capables de croitre A des concentrations 
supérieures. 

Avec la souche GC on obtient les résultats rapportés sur le tableau I. 

Pour ces trois souches on peut dire que, dans une population de 
10® bactéries, il existe des bactéries capables de croitre dans des concen- 
trations cent vingt-huit fois supérieures 4 la concentration capable 
d’inhiber 100 bactéries. Dans les populations intermédiaires de 106 


(1) Nous tenons & remercier Monsieur P. Nicolle qui a bien voulu étudier 
nos souches. 
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et 10*, il existe des bactéries capables de croitre dans des concentrations 
huit a trente-deux fois supérieures 4 la concentration inhibant 100 bac- 
téries. 

Les distributions clonales de la sensibilité 4 la colistine chez les 
souches de Sh. sonnei, E. coli Monod, E. coli K12-3000, Ps. aerugi- 
nosa A22 et quatre autres souches de Pseulomonas different légérement 
des précédentes. 

Pour Sh. sonnei, entre 10? et 10’ bactéries, il existe une relation 
entre la CMI et le log du nombre de bactéries, mais il ne semble pas 


Tanreau I. — Concentrations de colistine (g/ml). 
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y avoir de colonies trés différentes de l’ensemble de la souche. Pour 
les teneurs de 10° bactéries, la résistance devient seize fois celle d’une 
centaine de bactéries. 

Pour Ps. aeruginosa A 22, il a été possible d’isoler des colonies dans 
100 pg/ml avec 108 germes/ml, mais peu de colonies intermédiaires. 

Pour E. coli souche Monod, E. coli K12-3000 et FE. coli 111/B4(1417), 
une population de 10° bactéries a donné des colonies isolées sur les 
boites contenant une concentration de 25 pg/ml, alors que des inocu- 
lums de 10° étaient inhibés par des concentrations de 0,7 et 1,5 pg/ml. 

Enfin, pour quatre souches de Ps. aeruginosa, des populations de 
Vordre de 10° bactéries étaient inhibées par 12 pg/ml, ou des concen- 
trations supérieures ; jusqu’d 50 wg/ml on obtenait une culture pauvre 
mais sans colonies isolées trés nettes. 


2° Stabilité de la résistance. — Les bactéries présentes dans les plus 
larges populations, utilisées dans l’expérience précédente, ne possedent 
pas toutes une résistance supérieure 4 celle d’un inoculum faible de la 
population originelle. Il y a lieu d’envisager ce qui se passe lorsqu’on 
cultive ces colonies en bouillon et que l’on titre leur sensibilité 4 la 
colistine en utilisant des inoculums de l’ordre de 10°-10°® bactéries. 

Avec les quatre souches de Ps. aeruginosa qui n’avaient pas montré 
de colonies isolées nettes aux concentrations supérieures, il n’a pas 
été possible d’isoler des mutants résistants stables. Avec la souche 
de Ps. aeruginosa A 22, la colonie capable de croitre dans une concen- 
tration de 100 ug/ml a donné naissance 4 une population qui était 
ensuite capable de croitre dans 250 yg/ml, avec un inoculum de 
10° bactéries. 

Les colonies d’Z. coli 111/B4-1417 et Sh. sonnei qui avaient poussé 
en présence de 12 & 25 pg/ml de colistine, n’ont pas donné naissance 
a des populations plus résistantes que les souches originelles. 
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Les colonies d’E. coli souche Monod et FL. coli K12-3 000 qui avaient été 
sélectionnées sur des boites contenant 25 wg/ml de colistine, se sont 
montrées ensuite capables de croitre en gélose dans 50 ug/ml, alors 
que la sensibilité du méme inoculum de la souche originelle était dans 
ces conditions de 1,5 yg/ml. En milieu liquide, la souche E. coli K12- 
3000 était inhibée par 0,1 pg/ml et son variant résistant par 5 ug/ml. 

Enfin pour les trois souches E. coli TO et Klebsiella GC et CO, les 
colonies croissant dans 100 pg/ml se sont montrées capables de croitre 
dans 200 pg/ml de colistine sitét aprés isolement et aprés 8 passages 
en milieu liquide sans antibiotique. Les colonies isolées avec la 
souche GC, sur les boites contenant 50 yg/ml avec un inoculum de 10° 
(v. tableau I) se sont montrées résistantes, mais 4 un taux inférieur 
a celles isolées sur la boite contenant 100 yg/ml. 

La possibilité d’isoler des mutants résistants stables en un _ seul 
passage est donc variable suivant les souches. Certaines souches d’E. coli 
et surtout de Klebsiella montrent un haut pouvoir de mutation vers 
la résistance. 


8° Mutations reverses.. — I] est possible, chez certaines souches, 
d’obtenir des variants résistants stables 4 condition d’ensemencer des 
populations suffisantes ; la descendance des mutants résistants capables 
de croitre dans des concentrations élevées est extrémement hétérogéne. 

Une colonie de la souche Z. coli GC résistant 4 plus de 100 ug/ml de 
colistine est mise en suspension et isolée sur gélose sans antibiotique. 
Cing colonies de cet isolement sont mises en suspension et leur sensi- 
bilité est déterminée par la méthode des stries avec un inoculum de 
10° bactéries. Les résultats sont figurés sur le tableau II. 


Tasteau I]. — Concentrations de colistine (yg/ml). 
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Sur cing colonies, une seule (3) donne une population résistante: 
apparemment homogéne. Deux colonies (4 et 5) sont aussi sensibles. 
que la souche originelle. Deux autres contiennent au moins deux popu- 
lations, l'une contient des bactéries hautement résistantes et des bacté- 
ries de résistance intermédiaire, et l’autre de rares bactéries résistantes. 
et des bactéries sensibles. 
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Cette hétérogénéité est extrémement fréquente, aussi bien sur. les 
mutants résistants isolés in vitro que ceux isolés in vivo. Sur les anti- 
biogrammes A la colistine, une fraction importante des souches résis- 
tantes donne des images de double zone. 


4° Comportement des mutants résistants sur divers milieux. — Tous 
les mutants résistants 4 la colistine sont inhibés par des concentrations 
variables en présence de milieux de culture différents, phénoméne qui 
est une des caractéristiques de l’action de la colistine. Ces différences 
sont particuliérement nettes chez certains mutants. A partir de la 
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souche de Klebsiella GC, nous avons pu isoler deux types de mutants 
résistants stables. L’un n’était pas inhibé par des concentrations de 
colistine de 100 4 200 ug/ml, quel que soit le milieu utilisé, gélose nutri- 
tive IP ou gélose nutritive Difco ; l’autre est capable de croitre dans 
200 g/ml de colistine en milieu IP et est inhibé par 25 pg/ml en 
milieu Difco. 

5° Indépendance et recombinaisons. — En utilisant la technique des 
répliques sur velours de Lederberg, nous avons pu isoler a partir d un 
inoculum de 10* bactéries de la souche GC, une colonie trente-deux fois 
plus résistante que la souche originelle. : A 

Nous avons tenté de déterminer si le caractére de résistance a la 
colistine était génétiquement transmissible par l'étude des phénoménes 
de recombinaisons entre un mutant résistant 4 la colistine d’un male 
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HFr, de la souche d’E. coli K12-3000, avec une souche PA 200 possédant 
certains marqueurs. Par cette méthode, nous avons observé une trans- 
mission de résistance A la colistine, mettant en évidence le caractére 
génétique de celle-ci. Une liaison avec le gene arginine est apparue, 
mais le calcul de Ja distance est encore en cours. 


6° Résistance « in vivo ». — Les résultats complets de la résistance 
in vivo d la colistine chez les malades urinaires seront rapportés ailleurs. 
Il est cependant intéressant de rapprocher les résultats relatés ici de la 
souche de Klebsiella GC obtenus in vitro, avec le comportement de 
cette souche dans l’urine du malade traité. 

La figure 1 montre 1]’évolution du nombre des bactéries sous traite- 
ment. Une stérilisation apparemment compléte est obtenue en un peu 
plus de vingt-quatre heures, mais quarante-huit heures aprés le début 
du traitement on peut isoler des urines une souche dont les caractéres 
bactériologiques, la sensibilité aux antibiotiques autres que la colistine 
et la polymyxine, et la sensibilité & 30 bactériophages sont identiques 
a ceux de la souche primitive, mais qui n’est pas inhibée par 100 pg/ml 
de colistine. Cette souche se montre hétérogéne in vitro et du reste, sous 
traitement continu, la flore ne revient 4 son taux initial qu’en quatre 
jours. 


DiscussIon. 


La résistance 4 la colistine de certaines souches de Alebsiella ou 
WE. coli se fait par une mutation indépendante de l’antibiotique. Des 
essais de recombinaison génétique ont montré avec la souche utilisée 
que cette mutation se faisait sur un géne voisin de celui de l’arginine. 

Les mutations aboutissent, chez les souches qui ont un taux de 
mutation élevé, & des bactéries résistant d’emblée 4 des concentrations 
qui sont plus de cent fois celles qui sont nécessaires pour inhiber les 
bactéries sensibles de la souche originelle. Il y a en méme temps des 
mutants a des taux intermédiaires. Ces résultats, identiques 4 ceux de 
McCabe et coll. [44] montrent qu'il s’agit d’une résistance en seul 
échelon du type facultatif (« facultative one step pattern » Demerec 
1948) dont les exemples les plus connus sont la streptomycine et l’INH. 

Mais en méme temps, chez les souches oti l’on observe la plus grande 
fréquence de mutants résistants, il y a des mutations réverses capables 
de redonner des bactéries présentant soit une résistance intermédiaire, 
soit fréquemment une sensibilité compléte. 

kn ce qui concerne leur sensibilité 4 la colistine, les populations de 
certaines bactéries sont extrémement hétérogénes et sont en perpétuel 
remaniement. Ce fait, que nous avions antérieurement observé [7], se 
confirme 4 l'étude actuelle. Sa conséquence est que la colistine n’est 
pas enti¢rement inactive sur une population apparemment résistante, 
ce qui a des conséquences heureuses sur les effets de son association 
avec d’autres antibiotiques actifs, comme il est démontré dans un autre 
travail [48]. 

La mutation peut enfin aboutir 4 des bactéries dont le taux de résis- 
tance variera ou non avec le milieu de culture. Monnier et Bourse [45] 
ont signalé une souche résistante isolée in vivo, qui n’était résistante 
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que sur un milieu, et peu sur un autre. Avec ces deux mémes milieux, 
nous avons obtenu des bactéries résistantes sur un seul ou sur deux. 
Bien que Haas et Sevag [49] aient formulé quelques hypothéses sur le 
mécanisme de cette résistance 4 la polymyxine et parlent de « metabolic 
readjustment », le rapport du milieu et de la résistance reste le plus 
important probléme de mécanisme posé par la colistine. 


La fréquence des mutations vers la résistance apparait variable sui- 
vant les espéces. Elle est probablement beaucoup moins importante 
chez les Pseudomonas que chez les Escherichia. 


Chez les Pseudomonas, nous n’avons pu obtenir qu’une souche résis- 
tante sur 5 et Graber [9] n’en avait obtenu que 3 sur 25 souches. La 
résistance clinique au cours du traitement chez des malades infectés 


par des Pseuddmonas n’a pas encore été signalée. 


Chez les Escherichia Ja situation est assez variable ; nous n’avons pas 
obtenu de résistance chez une souche d’EZ. coli 111/B4 isolée d’une 
gastro-entérite. 


Chez deux souches de laboratoire, 2. coli Monod et E. coli K12, nous 
avons obtenu une résistance de taux intermédiaire. 

La résistance de type streptomycine a été observée par nous chez 
quatre souches provenant de malades atteints d’infections urinaires 
chroniques. Ces souches d’#. coli ou Klebsiella représentent un danger 
certain d’échec de la colistine. Pour elles, la fréquence de la sélection 
in vivo est paralléle 4 la fréquence des mutants résistants. 


La détermination du pourcentage de ces souches en clinique reste 
encore & faire. Malheureusement cette étude exige la mise en ceuvre 
de techniques bactériologiques assez précises, étant donné les difficultés 
d’application de la classique méthode des disques a la colistine [414]. 
Cette étude est cependant nécessaire pour déterminer la nécessité ou 
non d’associer la colistine & d’autres antibiotiques. 


La résistance a la colistine est une résistance en un seul échelon du 
type facultatif. Des mutations reverses sont extrémement fréquentes 
et les populations sont en fait trés hétérogénes et en perpétuel rema- 
niement. Des essais de recombinaison permettent d’affirmer le caractére 
génétique de cette résistance. 

Les milieux d’entretien et de sélection jouent un réle dans la fré- 
quence des mutants et ceux-ci peuvent se comporter différemment 
suivant les milieux. 

La fréquence des mutants résistants est variable suivant les espéces, 
probablement faible chez les Pseudomonas et la plupart des LE. coli, 
elle est trés Glevée chez certaines souches particuliéres d’E. coli et 
Klebsiella. 

Les malades urinaires infectés avec ces souches et traités par la 
colistine seule sont capables de sélectionner rapidement des éléments 
résistants. 

La fréquence clinique réelle de ces échecs et leffet des associations 
restent 4 déterminer. 
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SUMMARY 


PATTERN AND CHARACTERS OF BACTERIAL RESISTANCE TO COLISTIN. 


Resistance to colistin is a facultative one step pattern resistance. 
Reverse mutations are extremely frequent ; bacterial populations are 
actually very heterogeneous and in a state of perpetual change. Recom- 
bination experiments evidence the genetic character of this resistance. 

Routine and selective media play a part in the appearance of mutants, 
which may behave differently according to the media. 

The frequency of resistant mutants is variable according to the 
species : it is probably low in the case of Pseudomonas, but very high 
for certain Z£. coli and Klebsiella strains. 

In patients suffering from urinary infections with these strains and 
treated with colistin alone, resistant strains may rapidly appear. 

The actual clinical frequency of these failures and the activity of 
associations with other antibiotics are still to be determined. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Jawerz (E.) et Coreman (V. R.). J. Lab. Clin. Med., 1949, 34, 751. 

{2} Putasxi (E.J.), Baxer (H.J.), Rosenperc (M.L.) et Connett (J. F. Jr). 
J. Clin. Invest., 1949, 28, 1028. 

[3] Wricat (8. S.) et coll. Proe. Soc. exp. Biol., 1954, 85, 128 

[4] Jawerz (E.) et Marsuaty (M.S.). J. Pediatr., 1950, 34, 545. 

[5] Koyama (Y.) et coll. J. Antibiot., 1950, 3, 21. 

[6] Morracni-Ruccenint (A.). Minerva med., 1956, 47, 77. 

(7) CuasBert (Y.). Minerva med., 1958, 2, 4482. 

[8] Scowarrz (B. S.), Warren (M. R.), Barkvey (F. A.) et Lanors (L.). Antib. 
Annual, 1959-1960, 41. 

[9] Graser (C.D.), Tumpuscn (W.T.) et Voce, (E. HW. Jr). Antib. Annual, 
1959-1960, 77. 

[40] Hrrscn (H. A.), McCartuy (C. G.) et Fintanp (M.). Proce. Soc. exp. Biol., 
1960, 103, 338 

[44] McCase (W.R.), Jackson (G.G.) et Koz (V.M.). Antib. Annual, 1959- 
1960, 80. 

[42] Ross (S.), Pure (J. R.) et Zarempa (E. A.), Antib. Annual, 1959-1960, 89. 

[43] Martin (R.) et coll, Presse méd. (a paraitre). 

[44] Lasupre (P. dE). Ann, Inst. Pasteur, 1961, Suppl. au numéro d’avril, p. 71. 

[45] Monnrer (J.-J.) et Bourse (R.). Ann. Inst. Pasteur, 1961, Suppl. au 

numéro d’avril, p. 59. 

[46] Leperserc (J.) et Leperserc (E. M.). J. Bact., 1952, 63, 399. 

[17] Wottman (E. L.) et Jacop (F.). La sexualité des bactéries, Masson, édit., 
Paris, 1959. 

[18] Cuapperr (Y.-A.). Ann. Inst. Pasteur, 1961, Suppl. au numéro d’avril, 

85D. 


(49) Haas (G. J.) et Sevac (M. G.). Arch. Biochem. Biophys., 1953, 43, 11. 


COURBES D’EFFET BACTERIOSTATIQUE 
DES ASSOCIATIONS DE COLISTINE 
AVEC LES TETRACYCLINES ET LA KANAMYCINE 


par Y.-A. CHABBERT. 


(Unstitut Pasteur, Laboratoire de l'Iépital) 


Les effets de l’association d’un antibiotique avec d’autres dépendent : 
du phénoméne observé (bactériostase, bactéricidie, résistance), des condi- 
tions d’observation (milieu, temps) et de la bactérie (souche, inoculum). 
Il est donc vain de vouloir prétendre trouver pour un antibiotique une 
association élective dont les propriétés favorables se maintiendraient 
dans tous les cas. La valeur de toute association ne peut pas étre 
générale et sa portée reste limitée aux phénoménes, conditions et bac- 
téries choisies. 

Forni et Moiraghi-Ruggenini [4] étudiant les associations de colistine, 
notent la particuliére importance de son action synergique avec la 
pénicilline et la chlortétracycline. Dans une premiére étude [2], nous 
avions observé que les courbes d’action bactériostatique des associations 
de colistine avec les antibiotiques a large spectre, et particuliérement 
les tétracyclines, indiquaient une synergie surtout lorsque les souches 
étaient peu sensibles aux tétracyclines. 

D’autre part, sur 127 souches de bacilles Gram-négatifs isolées dans 
des infections urinaires étudiées d’octobre i959 & octobre 1960, nous 
avons été frappés par le fait que 83 n’étaient sensibles qu’a la colistine 
ou & la colistine et A la kanamycine. L’association de ces deux anti- 
biotiques méritait donc d’étre étudiée. L’étude présentée ici porte sur 
les courbes d’action bactériostatique obtenues avec les associations de 
colistine, de kanamycine et de tétracycline. 


TECHNIQUES. 


Souches. — Nous avons utilisé 38 souches d’l. coli et de hlebsiella 
et 6 souches de Pseudomonas aeruginosa ou fluorescens. Ces souches 
sont résistantes A la streptomycine et au chloramphénicol. Elles sont 
peu sensibles ou résistantes aux tétracyclines, mais Ja détermination de 
la sensibilité par la méthode de diffusion montre que tous les éléments 
de la population n’ont pas la méme résistance. Sur les 38 souches 
d’E. coli et Klebsiella, 19 étaient seulement sensibles 4 la colistine et 
4 la kanamycine, et 6 & la colistine seule, sans qu’il y ait de différence 
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entre ces deux genres. Cinq souches de Ps. aeruginosa étaient sensibles 


a la colistine seule et une souche de Ps. fluorescens 4 la kanamycine 
seule. 


Courbes d’action bactériostatique. — Comme Patte et coll. [3] l’ont 
montré, lorsqu’on réalise toutes les combinaisons possibles entre les 
gammes décroissantes de deux antibiotiques, les points inhibiteurs 
exprimés en pourcentage de la concentration minima inhibitrice de 
chaque produit s’inscrivent sur des coordonnées logarithmiques sous 
forme de courbes diverses, s’apparentant 4 des hyperboles ou des sig- 
moides. 

Ces combinaisons peuvent ¢tre réalisées par la méthode de diffusion 
en gélose. Nous avons utilisé la technique des bandes de papier de 
Dye [4]. La gélose est ensemencée avec 10° bactéries/ml et coulée en 
une couche unique de 2 mm d’épaisseur dans des boites de Petri 4 fond 
plat. Les bandes de papier buvard (300 g/m?) mesurent 50 mm de long 
et 5 mm de large. Elles sont imprégnées avec les solutions suivantes 
colistine (méthane sulfonate) 4 2000 pg/ml; kanamycine (sulfate), 
1000 wg/ml ; tétracycline (chlorydrate), 500 yg/ml. Ces bandes sont 
disposées en carré de facon a avoir sur une boite l’action de chaque 
antibiotique sur lui-méme et l’action de la combinaison. L’appréciation 
de la synergie, de l’addition et de l’antagonisme se fait suivant les 
définitions fournies par Dye. 

Dans le cas des images les plus intéressantes, cette technique a été 
complétée par une méthode de dilution en milieu liquide. Cette tech- 
nique en carré que nous avons décrite antérieurement [5] consiste a 
réaliser toutes les combinaisons possibles entre deux gammes de raison 
0,5 ou 0,25. Aprés croissance on détermine photométriquement la 
concentration inhibitrice 50 dans chaque colonne et dans chaque rangée, 
et on trace la courbe de l’association sur des coordonnées logarithmiques. 


RESULTATS. 


1° Méthode de diffusion. — La technique des bandes de papier a 
souvent fourni des résultats trés nets. Sur la figure 1 on voit une 
synergie obtenue avec l’association de colistine-tétracycline sur une 
souche d’l. coli résistante & la tétracycline, et un antagonisme entre 
la colistine et la kanamycine pour une souche de Pseudomonas fluo- 
rescens résistante a la colistine. 

Sur l’ensemble des 388 souches d’H. coli ou de Klebsiella et des 
6 souches de Pseudomonas, on obtient les résultats rapportés dans le 
tableau I, 

Sur les souches polyrésistantes étudiées on voit, qu’au point de vue 
bactériostatique, l'association qui est le plus souvent synergique est 
association colistine + tétracycline : 20 cas sur 38 dans le groupe 
Ii. coli-Klebsiella et 6 cas sur 6 chez les Pseudomonas. Comme il est 
habituel, les effets simplement additifs dominent. Quelques antago- 
nismes existent entre la colistine et la kanamycine, mais le plus net 
est celui représenté sur la figure 1. 


2° Méthode de dilution en milieu liquide. — Cette technique a été 
utilisée pour cing associations. L’association polymyxine-colistine étu- 
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digée sur une souche de Pseudomonas a donné une courbe représentée 
sur la figure 2. Il s’agit d’une hyperbole équilatére et l’association peut 
étre dite additive. 

Dans trois cas on a étudié l’effet de l'association colistine-tétracycline 
sur EZ. coli. 

La figure 2 montre un de ces cas: la courbe d’allure hyperbolique 
passe par un point ou Jes concentrations représentent 18 p. 100 de la 
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concentration minima inhibitrice de chaque produit. Il s’agit d’une 
synergie. Cette souche est inhibée par 60 pg/ml de tétracycline et par 
1,2 ng/ml de colistine. L’association d’environ 10 pg/ml de tétracycline 
avec 0,2 ywg/ml de colistine produit une inhibition. 


Tasieau I. 
E. coli - Klebsiella Pseudomonas 
(38 souches) (6 souches) 
: : 
ASSOCIATION g Z, A a y, 2 
i) 2 S © S D 
fA = cS) & i S) 
Z A z 7, Q g 
mA A Hu m A a 
op q y, n <q z, 
x x 
Colistine + Kanamycine .... 9 2 fo) 
Tétracycline + Kanamycine . 3 33 2 fo) 3 
Tétracycline + Colistine ....| 20 18 fo) 6 fo) fo) 
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Enfin la figure 2 montre une courbe synergique apparentée 4 une 
sigmoide obtenue avec une souche de Klebsiella inhibée par seulement 
100 ywg/ml de colistine et par 5 pg/ml de kanamycine. En un point, 
avec seulement 5 p. 100 de la concentration minima inhibitrice de la 
colistine et 20 p. 100 de la concentration minima inhibitrice de la 
kanamycine, on obtient l’inhibition. 

Comme nous l’avions noté antérieurement, il existe une parenté entre 
les courbes obtenues par diffusion en gélose et par dilution en milieu 
liqnide. 
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DISCUSSION. 


Des synergies peuvent ¢tre obtenues sur des souches polyrésistantes 
avec des associations de colistine. Dans le cas des souches d’E coli 
inhibées par des taux compris entre 50 et 100 yg/ml de tétracycline 
qui sont habituellement étiquetées résistantes, on peut obtenir en 
association avec la colistine un effet synergique qui serait susceptible 
de ramener leur sensibilité dans une zone thérapeutique. De méme 
les souches de Klebsiella résistantes 4 la colistine (plus de 100 ug/ml) 
et sensibles 4 la kanamycine sont susceptibles d’étre inhibées par des 
concentrations beaucoup plus basses de ces deux produits lorsqu’ils 
sont associés. 
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Tout ceci irait dans le sens de fails antérieurement signalés par Klein 
et. Schorr [6] sur les liens entre la résistance et l’effet des associations. 

Ces synergies sont suffisantes pour pouvoir espérer en tirer un béné- 
fice thérapeutique. De fait, René Martin et coll. [7] ont obtenu chez 
des malades urinaires une stérilisation rapide des urines dans des cas 
semblables avec cette association et ils ont vu que, non seulement 
Vassociation était favorable au point de vue bactériostatique, mais que 
la présence de 50 pg/ml de colistine accélérait la vitesse d’action bacté- 
ricide de la kanamycine. 

D’un point de vue plus théorique, le mode d’action de ces synergies 
est extrémement complexe. Nous avons souligné que les E. coli natu- 
rellement résistants aux tétracyclines étaient constitués de populations 
trés hétérogénes, représentant plusieurs échelons de résistance. 

De méme les populations de Klebsiella résistantes A la colistine 
sont constiluées de mutants d’échelons trés divers et des mutations 
reverses se produisent constamment vers la sensibilité. 

Dans ces conditions, il est difficile de savoir si l’effet observé repré- 
sente une véritable synergie d’action portant sur le métabolisme de 
la bactérie, ou l’effet d’un remaniement de la population. 

Dans ce dernier cas, on peut considérer que l’antibiotique apparem- 
ment le moins actif inhibe quand méme la majeure partie de la popu- 
lation et Vantibiotique Je plus actif ni’a alors qu’A exercer son action 
sur la partie la plus résistante, ce qui ne représente qu’un nombre 
relativement faible de bactéries. L’hétérogénéité de la résistance a 
certains antibiotiques est capable de faire apparaitre des effets inatten- 
dus de certaines associations. 


RESUME. 


Les courbes d’effet bactériostatique des associations de colistine-tétra- 
cycline et kanamycine ont été étudiées par une méthode de diffusion 
et une méthode de dilution sur 38 souches d’E. coli et Klebsiella et 
6 souches de Pseudomonas. Ces souches, isolées d’infections urinaires, 
étaient résistantes 2 la streptomycine et au chloramphénicol et partiel- 
lement résistantes aux tétracyclines. 

L’association tétracycline-colistine s’est montrée synergique dans la 
moitié des cas et l’association kanamycine-colistine s’est montrée inté- 
ressante avec les souches partiellement résistantes A la colistine. 
L’interprétation de ces synergies est complexe, étant donné la grande 
hétérogénéité de la résistance des souches étudiées. 


SUMMARY 


BACTERIOSTATIC ACTIVITY CURVES OF THE ASSOCIATION OF COLISTIN 
WITH TETRACYCLINES AND KANAMYCIN, 


Study of these curves by means of a diffusion and a dilution method : 
88 strains of E. coli and Klebsiella, 6 strains of Psewdomonas isolated 
from urinary infections and resistant to streptomycin and chloramphe- 
nicol, and partially resistant to tetracyclines were examined. 
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The association tetracyclin + colistin proved synergic in half of the 
cases. The association kanamycin + colistin yielded interesting results 
with strains partially resistant to colistin. The interpretation of this 
synergic effect is complex, because of the great heterogeneity of the 
resistance of the strains studied. 
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RESISTANCE DIRECTE ET CROISEE 
DES ESCHERICHIA COLI A LA COLISTINE IN VITRO 


par J.-J. MONNIER et R. BOURSE. 


(institut de Bactériologie et d’Hygiéne de la Faculté de Médecine 
de Toulouse [Professeur AnpRiEU]) 


bés la découverte d’un nouvel agent antibactérien utilisable en théra- 
peutique humaine, il est important d’aborder au laboratoire de bacté- 
riologie l’étude de la résistance bactérienne in vitro A cet antibiotique. 

En effet, la facilité, la rapidité et l’intensité avec lesquelles peut 
apparaitre cette résistance, la possibilité d’une résistance croisée vis- 
a-vis d’antibiotiques différents, peuvent avoir d’importantes répercus- 
sions thérapeutiques : elles conditionnent dans une large mesure le 
risque de voir émerger précocement des souches bactériennes d’emblée 
résistantes au sein d’une population originellement sensible ; elles 
expliquent également des échecs thérapeutiques par la sélection en 
cours de traitement de mutants hautement résistants ; elles rendent 
enfin impossible le recours 4 un antibiotique apparenté pour juguler 
les infections nouvelles provoquées par ces germes résistants. 

A cet égard, d’aprés les premiers travaux qui lui ont été consacrés, 
la colistine apparaissait comme un antibiotique doué de précieuses 
qualités : l’absence de résistance acquise in vitro [9], un mode d’action 
paraissant surtout de nature bactéricide a effet rapide [5], une consti- 
tution chimique voisine de celle des polymyxines [3], antibiotiques 
pour lesquels les phénoménes de résistance acquise sont rares, autant 
de faits qui permettaient de bien présager de l’activité durable de ce 
nouvel angent antibactérien. 

En réalité, des travaux plus récents [8] sont venus en partie infirmer 
ces premiers résultats et nous ont conduits 4 essayer de préciser, par 
des méthodes uniquement bactériologiques in vitro, la fréquence et 
le mode de résistance acquise & la colistine, ainsi que ]’existence éven- 
tuelle d’une résistance croisée avec la polymyxine. 


METHODES D’ETUDE. 
A. Résistance directe. — Deux méthodes ont été choisies : 


1° Méthode des passages en série sur gélose, en présence de concen- 
trations croissantes d’antibiotique : nous utilisons couramment cette 
méthode au laboratoire de l'Institut de Bactériologie et d’Hygiéne de 
la Faculté de Médecine de Toulouse, car, malgré sa lenteur relative, 
elle permet dans de bonnes conditions d’étudier le comportement global 
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d’une souche bactérienne et d’isoler un variant résistant. L’utilisation 
d’un milieu solide facilite de plus le contréle de la pureté de la souche 
et de la morphologie des colonies en permettant & chaque passage la 
constitution d’un ensemencement assez constant et relativement dense. 


2° Tentatives d’isolement d’un mutant résistant en un seul passage 
par ensemencement massif d’une souche d’Escherichia coli particulicre 
sur milieu favorable. Au cours de déterminations systématiques de 
sensibilité de souches d’E. coli 4 la colistine, et en utilisant plusieurs 
milieux, nous avons rencontré une souche dont les concentrations 
minima inhibitrices (C. M. I.) étaient trés discordantes suivant le milieu : 
c’est A partir de cette souche et en utilisant le milieu donnant la C. M. I. 
la plus élevée que nous avons fait ces essais. 


B. Résistance croisée. — Les analogies chimiques et bactériologiques 
(spectre d’activité, mode d’action) existant entre colistine et polymyxine 
nous ont incités & étudier surtout les phénoménes de résistance croi- 
sée entre ces deux antibiotiques. Pour cette étude, nous avons retenu 
trois méthodes 


1° Etude des corrélations existant entre la dispersion des sensibilités 
4 la colistine d’un lot homogéne de colibacilles entéropathogénes sen- 
sibles et la dispersion des sensibilités 4 la polymyxine du méme lot de 
colibacilles. L’existence d’une corrélation significative [4] entre deux 
antibiotiques traduit une parenté d’action bactériologique souvent 
superposable 4 une parenté chimique et dont le corollaire est l’existence, 
en cas de résistance directe 4 l’un des antibiotiques, de résistance 
croisée a l’autre. 


x 


2° Détermination simultanée des sensibilités a la colistine et a la 
polymyxine de souches insensibles dés leur isolement 4 l’un des deux 
antibiotiques et appartenant A une espéce généralement sensible : c’est 
notamment le cas des colibacilles entéropathogénes insensibles a lisole- 
ment a 100 pg/ml de colistine ou de polymyxine. 


3° Les deux méthodes ainsi décrites sont en fait des méthodes unique- 
ment indirectes, ou de présomption. Il peut en effet fort bien exister 
entre deux antibiotiques une résistance croisée sans pour cela que 
Vanalyse statistique décéle l’existence de corrélation significative entre 
eux. De méme une insensibilité & la fois & deux ou plusieurs anti- 
biotiques d’une méme souche, n’est pas nécessairement le fait de résis- 
tance croisée, mais peut fort bien résulter de phénoménes de sélection 
multiples. Aussi considérons-nous que la seule méthode expérimentale 
pouvant permettre d’affirmer |’existence de résistance croisée est ]1’étude 
des modifications de la sensibilité 4 un antibiotique de souches devenues 
in vitro résistantes & un autre antibiolique. 


RESULTATS. 


A. Résistance directe. — 1° Nous avons étudié par la méthode des 
passages en série, 13 souches d’E. coli pour la plupart entéropathogénes 
et appartenant au sérotype 0111 B4 ; les résultats de ces passages sont 
consignés dans le tableau I et Ja figure 1. 


Ii faut souligner le fait que les 13 souches retenues pour cette étude 
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TasLeau I. — Résistance acquise in vitro & la colistine. 
C.M.I. (1) FINALE 
SOUCHES ETUDIEES C.M.I, (z) APRES TAUx 
(B. coLt) INITIALE IO TRANSFERTS |DE RESISTANCE 

EN PRESENCE (2) 

DE COLISTINE 
ZOOM aaeccasel ds etous "= 5:,8).5) Shays 12,5 200 16 
DEA DD secuetiietst ots. ce So vaste 1255 400 32 
TS ZO SPREE. Sete es 12,5 7255 I 
F OKOO Owrauchasoutal siete sevais, eae tee 12,5 400 32 
FO SO5. ¥ ays sues 's hss sense 6,3 6,3 I 
FS MOO Mer Pere lens oreeee verted 6,3 6,3 ii 
WS OBS UA Breas ese sete: 12,5 12,5 I 
SOPTOO A enetere a elses cues hekeriae 6,3 6,3 I 
Ol RAS tase siGia -bineittols:s 12,5 i255 I 
QOPFAG I. dete seat ebsicehs so Shere 6,3 6,3 I 
OS: OOS tte tidsme sata 6,3 6,3 I 
Ay its Pal tae OF amen TO een 12,5 200 10 
SAC Sn Par cnc cuss Soe baie one 25 400 16 


(1) Les C.M.I. sont exprimées en pg/ml de méthane sulfonate de colistine (lot 1047). 
(2) Le taux de résistance est le rapport C.M.I. finale/C.M.I. initiale. 


Taux de Résistance 
32 


16 


BE 


0 2 3 4 5 6 7 op 9 10 
Nombre de transferts(mi/ieu solide) 


Fre. 1. — Développement in vitro de la résistance acquise a la colistine (5 souches 
aL. coli). 


n'ont pas été extraites au hasard d’une collection, mais, au contraire, 
choisies parmi celles qui avaient montré a Visolement la sensibilité la 
plus faible a la colistine (les C. M. I. étaient comprises entre 6,3 et 
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25 pg/ml). Les souches insensibles dés l’isolement 4 100 ywg/ml de 
colistine n’ont pas été retenues pour cette étude, car elles peuvent étre 
considérées comme résistantes d’emblée. De plus, les cas de résistance 
acquise rapportés ici, n’ont été observés qu’en utilisant comme milieu 
de passage le milieu de l'Institut Pasteur [4]. Tous les essais de résis- 
tance acquise 4 la colistine sur le milieu que nous utilisons habituelle- 
ment [2] ont échoué. 


Compte tenu de ces remarques, les résultats enregistrés indiquent 
que la résistance acquise in vilro a la colistine est un phénoméne : 


a) Difficile & obtenir, n’apparaissant qu’avec certaines souches et sur 
certains milieux plus favorables que d’autres ; 


b) Survenant aprés un temps variable de facon assez brutale ; 


c) Qui n’atteint pas, tout au moins aprés 10 transferts, un taux trés 
élevé. 

2° Le role important joué par le milieu dans 1’étude de l’action des 
antibiotiques in vitro est un phénoméne général auquel la colistine 
n’échappe pas [4, 7]. Il semble méme revétir avec cet antibiotique une 
importance toute particuliére, tout au moins en ce qui concerne 
certaines souches. 


C’est ainsi que, suivant le milieu utilisé, nous avons observé un écart 
de 6,3 4 plus de 100 ng/ml comme C. M. I. de colistine pour une souche 
d’Eé. coli. Un tel fait suggérait l’apparition rapide d’une résistance 
acquise grace a l’utilisation d’un milieu favorable. 


A partir de cette hypothése, nous avons essayé d’isoler un mutant 
de cette souche, résistant a la colistine, quel que soit le milieu utilisé, 
apres un seul passage en présence de l’antibiotique sur le milieu 
favorable. 


Pour cela, nous avons repiqué parallélement et & quinze reprises sur 
le milieu de l'Institut Pasteur et sur le milieu Difco [4] la souche 
ayant cultivé sur le milieu de l'Institut Pasteur en présence de 
100 pg/ml de colistine. Nous avons obtenu 15 cultures secondaires et 
nous avons déterminé la sensibilité a la colistine de chacune d’elles, 
parallélement sur le milieu de l'Institut Pasteur et sur le milieu Difco. 
Nous avons retrouvé chaque fois que la souche était insensible A 
100 pg/ml de colistine sur le premier milieu, mais qu’au contraire elle 
était inhibée dans sa croissance par une concentration de 6,3 Aa 
12,5 ug/ml de colistine sur le milieu Difco. 


Ces résultats montrent que la souche étudiée ne pouvait ¢tre consi- 
dérée comme résistante que sur un seul milieu. 


L’influence du milieu dans le mécanisme de la résistance parait ainsi 
extrémement importante et semble répondre 4 des causes beaucoup 
plus complexes qu’une simple inhibition de l’antibiotique, qui se pro- 
duirait systématiquement pour toutes les espéces, ou tout au moins 
pour toutes les souches d’une méme espéce. Pour des raisons identiques, 
il ne parait pas s’agir non plus d’un effet dd a des variations de gran- 
deur de l’inoculum, bien que ce facteur puisse intervenir lorsqu’on 
utilise des ensemencements trés riches [6]. 
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B. Résistance croisée. — 1° Nous avons déterminé simultanément 
la sensibilité de 100 souches d’E. coli entéropathogénes a la colistine 
et 4 la polymyxine, par la méthode des dilutions sériées sur milieu 
solide avec souche de référence. 


La figure 2 illustre la dispersion obtenue en localisant chaque souche 
par un point dont les coordonnées correspondant respectivement aux 


E. coli : 100 souches r = 0,32 
q 
Ban 

3 2 e ee 
| 
' oe ae 
& os 1 + Ses 33 383 

eeeeee eee 

ee0000 


0,6 456" 3g 653. 42,5 


Colistine (Méthane sulfonate) mcg/ml 


Fic. 2. — Dispersion d’un lot d’E. coli entéropathogénes suivant la sensibilité de 
chaque souche a la colistine et 4 la polymyxine. 


Tasreau II. — Répartition des sensibilités @ la colistine et 4 la 
polymyxine de 111 souches d’E. coli entéropathogénes. 


C.M.I. (ug/ml) 
ANTIBIOTIQUE 
IO.Siee ts Orn eset O. OnE 245 y 2 Ons (eT OOM 1OO 
|| Colistine (sulfate) .. 28 63 7 — I — | — 12 
Rolymivext eeraceiesiek 6 63 29 | — | — I — | — | 12 


C. M.I. de colistine et de polymyxine pour la souche considérée. Le 
calcul du coefficient de corrélation de Bravais-Pearson fournit pour 
cette dispersion la valeur de 0,32 que l’on peut considérer comme signi- 
ficative d’une corrélation entre colistine et polymyxine. 
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x 


Ces résultats confirment l’apparentement de la colistine 4 la poly- 
myxine et laissent prévoir l’existence de phénoménes de résistance 
croisée entre ces deux antibiotiques. i 


2° Au cours de la détermination systématique de la sensibilité de 
111 souches d’E. coli entéro-pathogénes, nous avons rencontré 12 souches 
insensibles 4 100 pg/ml de colistine. Toutes ces souches étaient égale- 
ment insensibles 4 100 yg/ml de polymyxine (tableau I). 


3° En pratique, seule l’observation in vitro permet d’affirmer l’exis- 
tence d’une résistance croisée. L’étude des variants devenus résistants 
A la colistine montre bien qu’il existe une résistance croisée trés nette 
de ces variants vis-d-vis de la polymyxine (tableau III). Les taux de 


Tasueau Ill. — Variations de sensibilité 4 la polymyxine de souches 
@’E. coli rendues in vitro résistantes a la colistine. 
C.M.I. (ug/ml) DE POLYMYXINE 
TAUX DE 

SOUCHE ETUDIEE ‘ RESISTANCE 
Avant Aprés to transferts CROISEE 
transfert en présence de colistine 

PNOVXOM RS Go co Hae c 0,4 12,5 32 

TER CUS a0 Be 0,8 25 32 

FOOGO. ctaais sinners 0,8 50 64 

3 [eee el al SO 1,6 50 32 

AES aD ave sie errant 1,6 50 32 


résistance croisée obtenus sont extrémement voisins de ceux de résistance 
directe. 

La réciproque, c’est-a-dire la résistance croisée A la colistine de 
variants devenus résistants 4 la polymyxine, bien que probable en 
raison des faits précédents, n’a pu étre affirmée expérimentalement, 
par suite de la quasi-impossibilité de rendre in vitro des souches de 
colibacilles entéropathogénes résistantes & la polymyxine. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° La résistance acquise in vitro & la colistine est un fait certain, 
mais qui s’écarte par plusieurs points des phénoménes de résistance 
rencontrés avec les autres antibiotiques actuellement connus. Il faut 
notamment souligner : 


a) Son caractére inconstant : sur 13 souches d’£ coli retenues parce 
qu’en raison de leur insensibilité relative, elles paraissaient au départ 
présenter le maximum de chances de devenir résistantes, 5 seulement 
sont devenues effectivement résistantes. 


b) Le réle important joué par la composition du milieu de culture 
utilisé pour la mettre en évidence. 
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c) Son mode de constitution : apparition assez brutale mais n/attei- 
gnant pas, aprés un temps variable, un taux tres élevé. 


2° La résistance croisée entre colistine et polymyxine parait étre un 
phénoméne constant, tout au moins en ce qui concerne les colibacilles 
et dans le sens colistine —» polymyxine. 


3° Ces résultats bactériologiques nous paraissent toutefois mériter 
d’étre sérieusemeni critiqués avant de les transposer sur le plan de la 
thérapeutique clinique. 

Les faits de résistance bactérienne démontrés in vitro sont trop 
inconstants et de trop faible intensité pour avoir en eux-mémes une 
signification pratique. 

IL nous semble indispensable de les confronter avec les résultats enre- 
gistrés in vivo concernant aussi bien les cas de résistance bactérienne 
apparue chez des malades en cours de traitement, que 1l’évolution natu- 
relie des souches vers la résistance. 

Seule une confrontation de ce genre pourrait indiquer dans quelle 
mesure le développement de la résistance bactérienne serait susceptible 
d’entrainer dans l’avenir une restriction & lefficacité thérapeutique de 
la colistine. 


SUMMARY 


DIRECT AND CROSS-RESISTANCE OF FE. coli TO COLISTIN in vitro. 


1. The in vitro acquired resistance to colistin is unquestionable, but 
it differs in several aspects from the resistance observed with the other 
antibiotics known to-day. The following facts should particularly be 
pointed out : 

a) The inconsistency of the resistance: among 13 E. coli strains 
chosen because, showing a relative unsusceptibility, they seemed to be 
able to become easily resistant, 5 only became actually resistant. 

b) The important part played by the culture medium used to 
demonstrate the resistance. 

c) The way it appears : rapid appearance, but never reaching a high 
level. 

2. The cross-resistance between colistin and polymyxin seems to be 
a constant phenomenon, at any rate for FE. coli, and for colis- 
tin —+. polymyxin. 

3. However, these laboratory findings should be severely criticized 
before being applied to clinical treatment. 

The in vitro resistance is too inconsistent and has a too low intensity 
to have a practical value. It is absolutely necessary to compare it with 
the results obtained in vivo : bacterial resistance appearing in patients 
under treatment ; natural evolution of the strains towards resistance. 

Such a comparison would allow us to state an eventual influence 
on the efficacy of the treatment of the development of a bacterial 
resistance. 
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CONTROLE BACTERIOLOGIQUE D’UNE EPIDEMIE 
DE GASTRO-ENTERITES A E. COLI SPECIFIQUES, 
DANS UNE COLLECTIVITE 
DE NOURRISSONS ET D’ENFANTS 


ETUDE DE LA SENSIBILITE A LA COLISTINE 


par A.-L. COURTIEU, N. BOULEZ, Suzanne CHASSIGNOL 
CH All ROM BN 


(Institut Pasteur de Lyon et Pouponniére des Enfants Assislés 
du Rhéne). 


Nous avons eu l’occasion de suivre, au cours de l’année 1960, une 
petite épidémie de gastro-entérites infantiles A E. coli 0,127 :B,8 dans 
une collectivité de nourrissons et d’enfants : Pouponniére des Enfants 
Assistés du Rhéne. Les sujets admis sont en bonne santé et la majeure 
partie de la collectivité est formée d’enfants, depuis la naissance jusqu’a 
Vage de la marche. 

Cette épidémie survint au mois d’avril 1960. Des cas sporadiques dus 
aux divers sérotypes d’E. coli ont été observés de loin en loin sans 
aucune extension. Cependant, depuis novembre 1959, le sérotype 
0,127 : B,8 a causé un certain nombre de gastro-entérites parfois graves. 
De novembre 1959 4 juin 1960, 44 coprocultures ont permis disoler ce 
sérotype, 8 autres, 3 sérotypes différents. Aucune nouvelle souche 
0,127 : B,8 n’a été isolée en juillet 1960. Il nous a été possible d’éprouver 
la sensibilité 4 la colistine de 34 souches. On trouvera dans le tableau I 
le détail des cas hactériologiques. Durant la période considérée, plus 
de 200 enfants ont séjourné dans la collectivité pendant des durées trés 
variables. 

Sur les 11 souches appartenant au sérotype 0,127 : B,8, isolées en avril, 
4 sont résistantes, puis en mai, on trouve 3 résistantes sur 4 éprouveées. 
Enfin, la seule souche isolée en juin est aussi résistante. Il convient de 
noter que les 8 souches ont été isolées chez 4 malades seulement (4 chez 
un méme malade, 2 chez un autre, 1 chez les deux derniers). 

Toutes les souches isolées jusqu’au début d’avril étaient sensibles 
i 0,8 ou 1,6 wg/ml. Brusquement, le 11 avril, apparait une souche 
résistante (sensible seulement & 50 pg/ml) chez une petite malade 
atteinte de gastro-entérite contractée depuis son admission, suivie d’une 
seconde chez une autre petite malade en état de prétoxicose, le 19 avril. 
Dans le premier cas, la souche isolée dés la coproculture initiale est 
d’emblée résistante a la colistine, bien que cette enfant n’ait encore 


6 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


io 2) 


jamais recu ni colistine, ni polymyxine. Il est important de noter que 
la sensibilité & la colistine n’a pas été recherchée immédiatement mais 
seulement une quinzaine de jours plus tard. Pendant ce temps, trois 
autres coprocultures étaient positives pour ZL. coli 0,127 :B,8. Des le 
résultat de la derniere coproculture, la sulfaguanidine est ajoutée a la 
colistine et les coprocultures deviennent négatives. 

Le second cas est superposable au précédent ; la négativité des copro- 
cultures a été possible avec l’adjonction de sulfaguanidine. Malheureu- 
sement la premitre souche, isolée également le 11 avril, n’avait pas été 


Tasieau I. 


Nombre de souches isolées 


OF 227 
Nombre de 
coprocultures 
pratiquées. Testés a Résistant a 
la colistine | la colistine 


novembre 1959 


décembre 


janvier 1960 


février 
mars 
avril 
mai 


juin 


conservée et n’a pu, de ce fait, ¢tre éprouvée vis-a-vis de la colistine. 

Le troisiéme cas concerne un enfant présent dans la collectivité depuis 
décembre 1959. IL fait un épisode diarrhéique, fin avril 1960, avec 
LE. coli 0,127 : B,8 sensible seulement a 50 wg/ml de sulfate de colistine. 
Cette résistance relative n’est connue que plus tard et cependant la 
coproculture est négativée par la colistine seule. 

Le quatriéme et dernier cas de cette série est celui d’un enfant en 
contact avec des enfants porteurs d’. coli 0,127 :B,8 et traité préven- 
tivement a la colistine pour cette raison. Ses coprocultures sont alors 
négatives. Le traitement est arrété, les coprocultures sont toujours 
négatives pendant un mois, puis il est en état de prétoxicose avec 
i. coli 0,127 : B,8 dans les selles, le 11 juin. Guérison avec sulfaguani- 
dine et chloramphénicol. La souche de ce dernier malade n’était sensible 
qu’a 50 wg/ml de colistine. 

Dans aucun cas il n’a été possible de trouver un apport extérieur 
de souches résistantes. Des coprocultures ont été faites parmi le per- 
sonnel ; une seule a été positive, avec un FE. coli 0,127 : B,8 sensible 
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a 1,6 ug/ml. Depuis avril, une coproculture syslématique est faite a 
Varrivée de tout nouvel enfant ; une seule fut positive avec une souche 
également sensible. 

D’autre part, la colistine n’a jamais été utilisée systématiquement. 
Les enfants étaient traités soit par la colistine (1 million d’unités par 
jour), soit par la polymyxine, soit par la sulfaguanidine. Il y eut tou- 
jours (sauf pour nos deux premiers cas d’avril) une bonne réponse du 
traitement, quelle que soit la gravité de l'état. Enfin, les coprocultures 
systématiques ont pu montrer l’existence de porteurs sains, quel que 
soit leur age (le plus jeune avait 6 semaines) et ils furent tous négativés 
par lune ou l’autre des drogues. 


DiscUssION. 


Comme il a été dit dans la communication sur le spectre de la colis- 
tine, il est évident qu’il existe des souches résistantes 4 cet antibiotique, 
ou du moins des souches dent la sensibilité parait trop faible pour 
qu’elles soient atteintes par les traitements usuels, bien que dans un 
cas rapporté plus haut la guérison ait été obtenue par la colistine seule, 
malgré la faible sensibilité ‘in vitro de la souche isolée. C’est parmi 
les E. coli que ces souches résistantes sont observées. 

Parmi les souches lyonnaises des différents sérotypes de gastro- 
entérites, seuls les 0,127 :B,8 présentent un pourcentage notable de 
résistants. Les autres sérotypes sont tous sensibles, sauf 2 souches de 
0,125 : B,15 sur 10 souches éprouvées. A Toulouse toutefois, des souches 
0,26 : B,6; 0,55 : B,S5 et 0,111 : B,4 ont été trouvées résistantes. 

Actuellement en France, et surtout 4 Lyon, le sérotype 0,127 : B,8 
parait en extension. I] est commode de penser que l’emploi de la colis- 
tine ou de la polymyxine sélectionne les résistants. A Lyon, a la suite 
des premiers travaux de Monnet [4], l’utilisation de la polymyxine s’est 
largement répandue et a permis de juguler des épidémies importantes 
particuli¢rement dues aux £. coli 0,111: B,4 du lysotype Sévres-Lyon. 

Nous avons essayé de rechercher dans les divers services de pédiatrie 
des hépitaux lyonnais, la sensibilité des E. coli 0,127 : B,8. Toutes les 
souches isolées en 1960, dans les trois services de médecine infantile de 
l’Hépital Debrousse sont seulement sensibles & 25 ou 50 ug/ml. A la 
Clinique pédiatrique de 1]’Hépital Edouard-Herriot, on trouve environ 
un quart des souches sensibles 4 0,8 ou 1,6 ug/ml (entre mai 1959 et 
mai 1960) ; depuis mars 1960 toutefois, de telles souches ont compléte- 
ment disparu. Grace a l’amabilité de tous les chefs de service, nous 
avons pu connaitre les divers traitements utilisés : il n’y eut jamais 
d’emploi exclusif de polymyxine ou de colistine. Seuls des échecs d’uti- 
lisation de ces deux antibiotiques ont pu amener dans certaines gastro- 
entérites A 0,127 : B,8 a leur préférer d’autres drogues. 

Nous n’avons pu retrouver les premiéres souches d’E. coli 0,127 : B,8 
isolées 4 l’HOpital Debrousse. Une seule souche datant de mars 1959 
a pu étre éprouvée et s’est montrée sensible & 0,8 ug/ml de colistine. 

Au cours de l’étude du spectre de la colistine, 2 souches du méme 
sérotype, isolées dans les hdépitaux toulousains, sont résistantes a 
100 pg/ml ; Chabbert [2] nous a signalé avoir aussi observé 4 souches 


résistantes. 
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Par contre, dans deux collectivités non hospitaliéres, nous avons pu 
suivre une petite épidémie A EF. coli 0,127: B,8. Toutes les souches 
éprouyées étaient sensibles a la colistine. 

En présence de tous ces faits, il est difficile de conclure. Les souches 
« sauvages » sont sensibles. Les souches d’hépitaux ou de collectivités 
atteintes par une épidémie, primitivement sensibles, paraissent rem- 
placées peu X peu par des souches moins sensibles. Toujours, paralléle- 
ment, il y a l'emploi non exclusif de polymyxine ou de colistine. Ceci 
est une constatation, comparable a celles faites depuis plusieurs années 
avec d’autres sérotypes d’E. coli et d’autres antibiotiques, mais il nous 
est impossible d’apporter la preuve que l’apparition des souches résis- 
tantes est le résultat de l’emploi de la polymyxine ou de la colistine. 


RESUME. 


De novembre 1959 A juin 1960, sur plus de 200 enfants ayant séjourné 
dans une collectivité (non hospitalitre), 375 coprocultures ont été pra- 
tiqués. On a identifié dans 44 cas, Z. coli 0,127 : B,8 et dans 34 cas 
on a recherché sa sensibilité & la colistine : sur 8 coprocultures prove- 
nant de 4 malades (qui ont tous guéri), une résistance a la colistine a 
été observée a la fin de l’épidémie. Il n’a pas été possible de trouver des 
arguments indiscutables pour expliquer l’apparition de ces souches 
résistantes. 

Pendant la méme période, un phénoméne analogue a été constaté sur 
les souches de 0,127 : B,8 en provenance des services pédiatriques des. 
hdpitaux. Pas plus que dans nos observations on ne peut apporter la 
preuve qu’elles apparaissent du fait de l’emploi de la colistine ou de 
la polymyxine. 


SUMMARY 


BACTERIOLOGICAL STUDIES ON A GASTROENTERITIS EPIDEMIC 
DUE TO A SPEGIFIG E£. Coli, IN A COMMUNITY OF INFANTS AND CHILDREN. 
STUDIES ON THE SENSITIVITY TO COLISTIN. 


From November 1959 to June 1960, 375 stools cultures were obtained 
from 200 children of a non hospital community. In 44 cases H. coli 
0,127 : B,8 was identified, and in 34 cases the sensitivity of this germ 
was studied : among 8 stools cultures from 4 patients (all of them reco- 
vered) a resistance to colistin was observed at the end of the epidemic. 
No satisfactory explanation of this resistance could be found. During 
the same period a similar phenomenon was noticed with the strains 
0,127 :B,8 isolated in hospital pediatric departments. Like in the 
authors’ observations, it was impossible to prove that the appearance of 
these resistant strains was due to the use of colistin or polymyxin. 
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APPLICATION A LA COLISTINE 
DES METHODES DE DIFFUSION 


par P. de LAJUDIE 
(avec la collaboration technique de M's S. PATTE et B. PRADEAU). 


(Service de Recherches, Laboratoire Roger Bellon) 


Les méthodes de diffusion sont utilisées pour l’étude de la colistine, 
pour les dosages de cet antibiotique et pour la recherche de la sensi- 
bilité bactérienne en pratique courante de laboratoire clinique. Nous 
avons constaté que l’application de ces méthodes posait un certain 
nombre de problémes, qui se traduisaient par des résultats apparem- 
ment paradoxaux, des discordances entre les méthodes de dilution et 
les méthodes de diffusion et des difficultés dans l’interprétation des 
antibiogrammes. La présente note a pour objet l'étude de quelques 
facteurs qui interviennent dans la diffusion de la colistine. 


MILiEux. 


Ont été utilisés : le Nutrient Broth, le Nutrient Agar et le 
Trypticase Soy Agar Difco, un milieu synthétique, le milieu de 
l'Institut Pasteur pour la détermination de la sensibilité bactérienne 
aux antibiotiques, et le milieu n° 9 de la F. D. A. pour le dosage de 
la polymyxine [4]. Les milieux liquides ont été additionnés, soit d’agar 
Difco, soit d’agar fourni par un laboratoire francais (agar I. P.). 


TECHNIQUES. 


Dilution en milieu liquide. — Nous avons employé la technique 
décrite ailleurs [2] et dérivée de la méthode de dosage de la pénicilline 
de Chabbert et coll. [3]. 


Dilution en milieu gélosé. — On répartit dans des boites de Petri 1 ml] 
de solution de colistine, puis 9 ml de milieu gélosé fondu ; on mélange 
soigneusement ; aprés solidification, om ensemence en stries 4 l’aide 
d’une pipette capillaire rodée et coudée. 


Diffusion en milieu gélosé. — Le milieu, préalablement fondu, puis 
ramené a 48°, est ensemencé ; on homogénise par agitation et on 
répartit A raison de 25 ml par boite de Petri. Aprés solidification, on 
dispose des disques sur la gélose, ou l’on creuse dans celle-ci des cupules 
i aide d’un emporte-piéce de 8 mm. 
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Influence des sels minéraux, — A été recherchée par la technique 
des cupules, les solutions de colistine étant additionnées de solutions de 
sels minéraux dont les concentrations finales allaient de 0,2 4 10 p. 100. 


Inoculum. Sauf indication contraire, on a utilisé comme inoculum 
une dilution 4 1 p. 100 de culture de 18 heures 4 37°, en milieu liquide. 


Colistine. — Nous avons utilisé le sulfate de colimycine lot 1013 Z, 
fourni par le Laboratoire Roger Bellon. 


RESULTATS. 


T. — Errer pu MILIEU. 
Cet effet varie selon la technique utilisée. 


a) Par dilution en gélose (stries), les C.M.I. sont plus faibles sur 
milieu de l'Institut Pasteur que sur milieu Difco. 


Avec la souche E. coli Monod, la C.M.1I. est plus basse en milieu 
Difco qu’en milieu I. P., quel que soit l’agar. En milieu synthétique, 
la C. M. I. est plus basse en agar Difco qu’en agar I. P. 

Pour le pyocyanique, la C. M. I. est plus élevée en milieu Difco qu’en 
milieu I. P., quel que soit l’agar. En milieu synthétique, les deux agars 
sont équivalents. 

On constate donc, en dilution en gélose, un effet milieu net et variable 
selon la souche, mais un effet agar négligeable. 


b) Par dilution en milieu liquide, on n’observe pas de différence 
notable selon le milieu utilisé. . 


c) Par diffusion en gélose, par la technique des cupules (tableau I), 
les milieux peuvent étre classés comme suit, par ordre décroissant des 
diamétres d’inhibition : milieu synthétique + agar Difco, milieu syn- 


TasLeau I. 
DIAMETRES D’INHIBITION EN MM | 
MILIEU - AGAR A 
Escherichia coli Pyocyanique | 
| 
| 
WA KSC alan waco ad choke Difco 37,2 + 0,5 37 = eee OnO | 
GyastdolSaelile aig g6o0 Peas bo nok LP, 27 +0,3 27,0 + 0,4 | 
DPA Ais Ait teas React eae eee Ps 22 WA O32 27% ea) Voss | 
TEMS At Sh cite hee ee ee Difco 17,8 + 0,3 MyZOLe  Oyse | 
Dikcos ..2ie.f3.. tates Remeron Difco 17,4 + 0,3 Lf Se Oss IF 


thétique + agar I. P., milieu I. P. + agar I. P., milieu I. P. + agar 
Difco, et milieu Difco. 


Par la technique des disques, les zones obtenues sont inférieures, A 
charge égale, mais on observe également un effet milien et, de plus, 
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un effet papier. L’effet milieu est bien illustré par le tableau II, qui 
resume une étude faite avec des disques chargés A 500 et 100 wg de 
colistine. 

On observe done des discordances entre la diffusion et la dilution, 
mais elles ne sont pas constantes, puisque A. Moiraghi-Ruggenini [4] a 


Tasieau II. 


DIAMETRES D’INHIBITION EN MM 
C.M.I. 
SoucHES x ae bake oe Nutrient | Trypticase 
(STRIES) SUR 7P2 Agar Soy Agar 
MILIEU I.P. 
500 | 100 | 500 | 100 | 500 | 100 
US | HE] US | YS | vs | vs 
Fe RCELOCOC Mem a ogee or DOG CS BR ia | ste. | aro HO || HO |) TO) 
Colibacille Nev. R ....] plus de 25 | 20 Io TES ee COMM RI 7p77a le TO) 
Colibacillesr27/21 Ro.) plus de 25) | 2155/10 Il IO | 16,7] 11 
ColibacillcieNeva  sanee: 3—6 26 Shy 5y || 2y7/ 12 23 15,5 
Colibacille Monod ...... 3—6 2520 7s Sale L222 257 
Colibacille Aguer S .... 3—6 Za TAs al el4s 7a LO ELS 2 Ke 
Colibacille Beaugé R_ ..| plus de 25 | 20,7] 11 10 LOMEL7, 10 
Pyocyanique Iran ..... OS Pe 30 235 els 5 et On e227 alls 
Proteus morgant ....... plus de 25 | 10 10 10 Io | Io IO: | 


trouvé au contraire une bonne corrélation entre les deux groupes de 
méthodes. 

L’effet papier peut ¢tre constaté sur Je tableau III ot: sont portées les 
observations faites, sur le milieu de IJ. P., avec des disques de trois 
origines différentes ; la charge est de 300 yg pour les disques A et ceux 
de 11. P., elle n’ a pu étre connue pour les disques B. 


Tasreau III. 


DIAMETRES D’INHIBITION EN MM 
SOUCHES : 
Disques A Disques B | Disques I.P. 
Bord. bronchiseptica ........- 24,5 22 25 | 
1S COUP TAGIPIOSY od5 050 cledoor 24 21 24,5 
IBEX COs TARP IS sossane8boc 19 18 20,5 
Pyocyanique Com. .......... 26,5 25,5 29 
ICOM MONO Carr. ase ere rer 2B 20,5 2305 
Proteus morgant ........---- 10 13 13 
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On peut tenter d’expliquer la variabilité de l’action de la colistine, 
soit par un effet inhibiteur des peptones, soit par un effet ionique. 


Effet inhibiteur des peptones. Cette hypothése n’a pas été retenue. 
Les peptones des deux milieux étudiés plus haut ne donnent pas d’effets 
différents ; il en est de méme des acides aminés et des vitamines pré- 
sents dans ces milieux. 

Effet ionique. L’influence des sels minéraux sur la diffusion a été 
signalée en particulier par Brock [5] avec la néomycine et par 
Shepherd [6] avec la polymyxine. Arret et Kirshbaum [7], Grove et 
Randall [4] et Koyama [8] ont mis a profit influence favorisante des 
sels minéraux sur la diffusion pour le dosage de la polymyxine et celui 
de la colistine. 

Le réle joué par les agars a fait penser que des différences dans leur 
teneur en sels minéraux pouvaient expliquer les variations observées- 

On a constaté que la teneur en ions Cl— était plus faible pour l’agar 
I. P. que pour l’agar Difco, mais que la teneur en ions Cat+t était au 
contraire plus forte dans l’agar J. P. que dans l’agar Difco. 

En milieu liquide, les ions Cl-, NOs—, Na+ et K+ n’ont pas d’effet 
inhibiteur, mais les ions Ca++, & concentration élevée (0,5 p. 100), 
exercent un effet important. : 


In milieu solide : 
a) Le sulfate de sodium est sans effet jusqu’é un taux de 10 p. 100. 


b) Le chlorure de sodium, le chlorure d’ammonium et le sulfate 
d’ammonium, aux concentrations de 2 45 p. 100, favorisent la diffusion. 


c) Le chlorure de calcium, au contraire, l’inhibe a 1-5 p. 100. 
d) Le chlorure ferrique est favorisant 4 1-2 p. 100. 


e) Le sulfate ferreux, favorisant 4 faible concentration (0,2 p. 100), 
est inhibiteur a 5 p. 100. 


f) Les sels de magnésium enfin (chlorure et sulfate) sont inhibiteurs 
aux concentrations supérieures a 2 p. 100. 


Il. — Roe DE L’ESPECE ET DE LA SOUCHE MIGROBIENNE. 


Si lon compare la sensibilité d’Escherichia coli et celle de Pseudo- 
monas aeruginosa, on constate que, par dilution en bouillon ou en 
gélose, E. coli est plus sensible que Ps. aeruginosa. 

En diffusion, par la technique des cupules, on trouve, au contraire, 
que, sur le milieu de 1’I. P., le pyocyanique est le plus sensible, tandis 
que, sur d’autres milieux ou avec d’autres agars, les deux espéces ont 
a peu prés la méme sensibilité (voir tableau J). 

Par la méthode des disques, le pyocyanique se montre encore le plus 
sensible sur le milieu de I’I. P., mais le rapport des sensibilités est 
inversé si l’on utilise le milieu de la F. D. A. pour dosage de la poly- 
myxine (tableau IV). 

Chabbert [9] a étudié le comportement de deux clones d’une souche 
WE. coli. En dilution, le clone TR n’est sensible qu’a 25 ug de colistine, 
tandis que le clone TS est sensible 4 0,7 ug/ml, soit & une concentration 
trente-cing fois moindre. Or, en diffusion, les disques A 400 et 100 ug 
de colistine donnent des diamétres d’inhibition respectifs de 22 et 
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18,5 mm pour TS, contre 17,5 et 13 mm pour TR dans une premiére 
experience ; dans une seconde, on a obtenu 21,2 et 18,5 mm pour TS. 
contre 18,75 et 15,8 pour TR. La différence de sensibilité entre les deux 
clones, qui atteignait 35 en dilution, ne dépasse donc pas 4 ou 5 en 
diffusion. 


TasLeau IV. 


| 
| DIAMETRES D’INHIBITION 
EN MM 
MILIEU SOUCHE 
| 
| Disques Disques 
| a 250 Ug a 40 Ug 
| i Ge] Eo a ees ee ee i. colt, Monod... .- «< 26 20 
| Oat new ciara, @ wiisties Pyocyanique A 22 .. 277 22 
{Dsl Detar Seticce Pommsomee Colt, Monod... 3... 24 18,5 
| SEU AN es Syrah x) 3) oye. 8% Pyocyanique A 22 .. 22 15 | 
II. — EFrer DE L’InocuLuUM. 


Cet effet est aussi manifeste pour la colistine que pour les autres. 
antibiotiques. A titre d’exemple, sur le milieu de la F. D. A. ensemencé 
avec £. coli, le diamétre d’inhibition passe de 20 mm pour un inoculum 
non dilué & 25 mm pour un inoculum dilué a 1/100. 


IV. — EFrrer DU TEMPS DE DIFFUSION. 


Nous avons étudié la vitesse de diffusion de la colistine sur des boites 
laissées & la température du laboratoire pendant des temps variables. 
avant d’étre placées A l’étuve. Nous avons constaté qu’une différence 
d’une heure dans le temps de prédiffusion pouvait faire passer les 
diamétres d’inhibition de 27 A 30 mm pour une concentration de 
5 000 U/ml, et de 24,5 A 26,5 pour une concentration de 2 500 U/ml. 


V. — EFFET DU VOLUME DE SOLUTION REPARTIE. 


On a constaté l’importance de la régularité de la répartition des solu- 
tions dans les cupules. Le diamétre d’inhibition passe, par exemple, 
de 26,5 mm lorsque la cupule est exactement remplie (0,4 ml environ) 
jd 22,5 mm si l’on n’a réparti que le quart du volume nécessaire. Lors 
de l’exécution des dosages, on n’observe évidemment pas de telles varia- 
tions, mais, cependant, une différence de l’ordre de 0,05 ml peut 
entrainer une erreur de 6 4 20 p. 100 dans l’appréciation du titre d’un 
échantillon. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


La diffusion de la colistine dépend de nombreux facteurs qui risquent 
de la perturber, entrainant une mauvaise corrélation entre les résultats 
des méthodes de dilution et ceux des méthodes de diffusion et, dans 
ce dernier groupe, entre la technique des cupules et celle des disques. 
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Cette derniére s’avére la moins fidéle et ne permet de déterminer de 
facon satisfaisante la sensibilité bactérienne a la colistine que dans des 
conditions particuliéres de milieu et d’inoculum, telles que les ont pré- 
cisées d’ailleurs Chabbert [40, 44, 42], Videau [413] et nous-méme [2, 14]. 
Dans les cas litigieux, on aura recours aux méthodes de dilution ; on 
pourrait méme envisager, pour les recherches courantes, une méthode 
de dilution en milieu gélosé & une seule concentration. 

Les variations observées peuvent tenir A des variations dans la tech- 
nique employée (inoculum, temps de diffusion, volume de solution), 
mais elles sont aussi sous la dépendance de facteurs difficilement 
contrélables, et dont le principal parait étre la concentration en sels 
minéraux des solutions, milieux et agars. 


SUMMARY 


APPLICATION OF DIFFUSION METHODS TO THE STUDY OF COLISTIN. 


The diffusion of colistin depends on several factors, which may per- 
turb it, provoking a lack of correlation between the results of dilution 
methods and those of diffusion methods, and among the latter, between 
the cup technique and the discs technique. The latter proved the least 
satisfactory ; it allows to determine the bacterial sensitivity to colis- 
tin in particular conditions only, such as were described by Chabbert 
[40, 14, 42], Videau [43], and the author [2, 14]. In doubtful cases, 
the dilution methods should be used ; for routine work a dilution 
method using a single concentration gel medium might even be used. 

These variations may be due to variations in the technique used (ino- 
culum, diffusion time, volume of the solution), but they also depend 
on factors difficult to control, the main of these factors seeming to be 
the inorganic salts concentration in the solutions, media or agar. 


\ * 
xk 


Nous remercions le D’ Y. Chabbert des renseignements qu’il a bien 
voulu nous communiquer pour ce travail. 
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DOSAGE NEPHELOMETRIQUE DE LA COLISTINE 
par M™ §. LECLERCQ. 


(Université libre de Bruxelles, Faculté de Médecine, Laboratoire 
d'Hygiéne |Professeur M. Muter] et Laboratoire de Biologie du Service 
de Controle des Médicaments [Directeur scientifique : J. Dony] 
Bruczelles) 


Plusieurs auteurs signalent que la mise au point d’un dosage photo- 
métrique de la colistine basé sur son activité antibactérienne présente 
des difficultés particuliéres résultant de ce que les courbes de croissance 
des germes sensibles manifestent souvent en présence de ce produit de 
grandes irrégularités. Ils attribuent celles-ci au fait que la colistine 
passe trés rapidement de concentrations peu actives A des concentra- 
tions fortement bactéricides et d'une maniére générale au fait que son 
activité bactériostatique in vitro est susceptible de subir de fortes varia- 
tions sous influence d’un grand nombre de facteurs. 


La méthode néphélométrique que nous avons mise au point est 
absolument classique dans ses grandes lignes : répartition du bouillon, 
préalablement ensemencé par le germe choisi, dans une série de tubes 
contenant des concentrations croissantes de colistine (1) et incubation 
a 37° C jusqu’au moment ot: le prélévement microbien dans les diffé- 
rents tubes est proportionnel aux concentrations en colistine. 

Nous apprécions le développement microbien par « néphélométrie » 
au moyen d’un colorimétre photoélectrique « Lumétron 402 E » muni 
du dispositif spécial qui permet de mesurer directement la quantité de 
lumiére diffusée par les germes en suspension dans les cultures. 


Le germe que nous avons utilisé est la souche de Klebsiella pneumo- 
niae prescrite par 1’ U.S. P. XVI pour le dosage turbidimétrique de la 
néomycine (souche P. C. I. n° 602 et A. T. C. C. n° 10031). Nous culti- 
vons sur gélose selon la technique décrile par cette pharmacopée pour 
ce méme dosage et récoltons dans 20 ml d’eau stérile, la derniére culture 
obtenue en flacon de Roux. Cette suspension mére, conservée a la gla- 
ciére, nous fournit par simple dilution dans le milieu de l’essai, un 
premier type d’inoculats que nous appelons Dx. En faisant incuber les 
inoculats Dx pendant deux a trois heures a 37° C, nous obtenons un 


(1) Nous introduisons dans chaque tube 10 ml de bouillon ensemencé et 
1 ml de solution aqueuse de concentration variable de colistine. A chaque 
concentration choisie correspondent pour le titrage quatre tubes identiques. 
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autre type d’inoculats, que nous appelons L. Ces derniers inoculats 
sont formés de germes ayant amorcé leur phase logarithmique de crois- 
sance. 

Le milieu d’essai et d’inoculum est un bouillon enrichi au moyen 
d’extrait de levure, de facon A permettre la croissance rapide du germe. 
Sa formule est décrite ci-dessous (2). 

Le germe et le milieu étant choisis une fois pour toutes, nos essais 
ont porté essentiellement sur les trois facteurs suivants : inoculum, 
temps d’incubation, concentration en colistine. 

Nous avons rencontré au cours de cette étude toutes les difficultés 
annoncées dans la littérature. Ceci nous a obligée, aussi longtemps que 
les conditions opératoires optima n’ont pas été déterminées avec une 


Lecture 
Log. 


E,=7,2.108( Dx) 


Fie. 2D: 


précision rigoureuse, 4 consacrer lors de chaque dosage une série com- 
pléte de tubes témoins a l’établissement des courbes de croissance 
particuliéres aux conditions du jour. Cette précaution a eu le mérite 
d’attirer notre attention sur le réle perturbateur que peut jouer l’agi- 
tation des tubes en cours d’essai. En effet, en l’absence d’enregistreur 
automatique, on est amené a déplacer fréquemment les tubes témoins 
pour procéder aux mesures optiques et la moindre agitation pendant 
ces manipulations semble entrainer une diminution importante de la 
sensibilité du germe A la colistine. 

Cette observation, liée 4 Vaération du milieu, est 4 rapprocher du fait 
que le diamétre des tubes n’est pas non plus indifférent. Moyennant 
ces précautions, nous avons pu obtenir de bonnes conditions de dosage 
(reproductibilité, précision, linéarité de la relation réponse/log.dose) 
pour plusieurs combinaisons des trois facteurs étudiés. 


(2) Extrait de viande, 1,5 g; extrait de levure, 15 g; peptone, 5 ¢; 
dextrose, 1 g; chlorure sodique, 3,5 g; phosphate bipotassique, 3,68 g : 
phosphate monopotassique, 1,32 g; eau q.s. ad. 1000 ml. cit 
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Nous ayons fait varier les valeurs de Eg (nombre de germes ense- 
mencés au temps O) de 2 4 36.10 germes par millilitre. 

Les temps d’incubation ont varié de une A sept heures et les concen- 
trations en colistine de 6 & 50 unités par 10 ml de milieu. 

Pour un ensemencement donné, les doses actives augmentent pro- 
gressivement avec la durée de l’incubation (ce fait est bien illustré par 
la figure 1). 

Aprés deux heures trente 4 trois heures d’incubation, on peut utiliser 
les doses 6, 8, 10 U par 10 ml de milieu. 

Apres trois heures quarante-cing d’incubation, on peut utiliser les 
doses 8, 10, 11, 13, 16 U par 10 ml de milieu. 

Aprés cing heures trente d’incubation, on peut utiliser les doses 11, 
13, 16, 19, 21 U par 10 ml de milieu. 

Aprés six heures d’incubation, on peut utiliser les doses 19, 21, 25, 
27,5 U par 10 ml de milieu. 

Pour un temps donné, les doses actives augmentent progressivement 
avec l’importance de Eo, ce qui est normal, mais elles le font d’une 
manitre beaucoup plus sensible qu’avec la plupart des autres anti- 
biotiques. 

Vu ce déplacement rapide des doses utiles pour de petites variations 
des conditions opératoires, il est souhaitable, pour étre sir que l’on se 
trouve bien dans la gamme des concentrations actives, d’utiliser, lors 
de chaque essai, un grand nombre de doses. 


A l’examen du tableau I, une deuxiéme constatation s’impose : dans 


TaBveau I. 

CuL- INTER- 

|| TEMPS RE Eo DOSES PAR IO ML vaerne 

3 heures. Dx TZ O° (O)ES 7 tO" rr 6-11 

3 heures. Dx 36.108 7. GAs, PaziGyn Boy By) GKOH LO 22-40 
3 heures. L PSO NO} eth? else IO - 13,5 

3 heures. L 3,6.108 Pi L2, Lael 75 30 II - 20 

3 heures. L 8.108 19,5, 21,5, 25, 27,5, 30 19,5 - 30 

th 1/4. 5 L 12.108 19,5 21,5, 25, 30, 35, 40 19,5 - 40 

mrerja’: L 36.10° 30, 34, 40, 44, 50 30 - 50 


tous les cas examinés, la gamme des doses intéressantes est relativement 
restreinte. Ceci est particuli¢rement frappant pour les ensemencements 
faibles. 


Exemple : pour une culture L, apres un temps de trois heures 
et pour un ensemencement de 2.10° germes par millilitre, la gamme 
des doses utilisables pour le dosage s’étend seulement de 10 a 13,5 U 
de colistine par 10 ml de milieu. 
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Tl en résulte que, non seulement il faut utiliser un grand nombre de 
doses, mais encore que ces derniéres doivent étre trés rapprochées. 

Par contre, a l’intérieur de cet intervalle restreint, 4 une variation 
minime de la dose correspond une variation importante de la réponse ; 
il en découle une précison remarquable du dosage. Ce fait est illustré 
par les courbes de la figure 2, obtenues avec des ensemencements varies 
de cultures D ou L et des temps d’incubation variables. 

Dans chacune de ces courbes, une augmentation de dose de l’ordre 
de 10 p. 100 provoque une variation de réponse représentant de 7 a 
15 unités de lecture environ selon les courbes. 


Cette sensibilité remarquable de la réponse 4 une variation minime 


Dose 
100} Log. 
80 


60 
50 


40 
30 
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de la dose a une conséquence que nous constatons dans plus d’un cas : 
Vexistence d’une relation linéaire 4 la fois entre le log.dose et la réponse 
et entre la dose et 1a réponse. 

La comparaison des figures 2 et 3 montre par exemple qu’entre cer- 
taines limites, la courbe correspondant 4 Ko = 36.10%Dx) de la figure 2 
reste une droite dans la figure 3 ot les doses sont cependant reportées, 
non plus sur une échelle logarithmique, mais sur une échelle arithmé- 
tique. 

Ce fait, explicable par les propriétés des logarithmes, peut représenter 
dans certains cas une facilité appréciable de calcul. 

Fn résumé donc, il nous apparait que, si les difficultés signalées 
pour le dosage néphélométrique de la colistine existent, elles peuvent 
cependant étre surmontées. Certes, la gamme de concentrations utiles 
doit s’établir entre deux limites trés rapprochées, mais nous avons 
réussi, grace 4 une standardisation rigoureuse des diverses variables, » 
obtenir des effets suffisamment progressifs et réculiers pour obtenir 
de bonnes conditions de dosage. 
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De ces inconyénients une fois dominés, il résulte corollairement 
Vavantage d’une sensibilité et partant d’une précision remarquable que 
nous pouvons théoriquement apprécier, vu 1’étalement des lectures, 
a+ 243 p. 100. 

Nous terminerons en résumant briévement les différents points de 
la technique d’un dosage. 

Le cas que nous proposons pour utiliser cette technique correspond 
a Eo = 86.10%, culture D ; doses, 22 A 40 U/10 ml. Il nous a paru pré- 
senter divers avantages relevant d’une facile reproductibilité et d’une 
assez grande indépendance relative 4 de petites variations éventuelles 
de conditions opératoires. Cependant, nous estimons que chacun des 
exemples résumés dans le tableau I fournit d’excellentes conditions de 
dosage et nous pensons que chaque opérateur peut choisir l’un ou 


Dose 

50 

40F 
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Or 
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l’autre suivant les conditions particuliéres de temps ou de dose qu'il 
désire se fixer. 

Voici un résumé rapide de la technique opératoire : 

Germe-test. — Klebsiella pneumoniae repiqué sur milieu solide selon 
(De shal De 2, Qe 

Obtention d’une suspension dans l’eau d’une culture de 18 heures 
en gélose = Dx. Conservation a la glaciére. 

Milieu d’essai. — Voir composition ci-dessus (page 2). 

Milieu ensemencé. — Dilution du Dx dans le milieu de l’essai de facon 
4 avoir une suspension contenant 36.10® germes par millilitre. 

Solution de colistine étalon. — Nous préparons une solution de sul- 
fate titrant 50 U de colistine par millilitre dans de l’eau tamponnée 
a pH 6. 

Répartition dans les tubes (devant contenir respectivement : 22, 25, 
27,5, 30, 33, 36, 40 U de colistine) de 0,44, 0,50, 0,55, 0,60, 0,66, 0,72, 
0,80 ml sol. 50 U/ml. 

Annales de UInstitut Pasteur, 100, supplément au n° 4, 1961. 6 


82 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Compléter 4 1 ml par de l’eau a pH 6. 

Ajouter dans chaque tube 10 ml de milieu ensemencé. 

Nous préparons 5 tubes par dose : 4 tubes ordinaires et 1 tube témoin 
pour 1’établissement des courbes de croissance. Cela représente 35 tubes 
pour Ja courbe étalon. 

Méme chose pour 1|’inconnue. 


Incubation. — Pendant un temps indiqué par les courbes de crois- 
sance obtenues 4 partir des tubes témoins. La durée de trois heures 
convient généralement dans les conditions décrites ici. 

Les indications qui précédent se rapportent au dosage du sulfate de 
colistine. 

Nous avons également appliqué cette méthode au méthane- 
sulfonate, mais en utilisant pour ce dernier des doses environ dix fois 
plus fortes pour des ensemencements de l’ordre de 20 millions de germes 
par millilitre, et des doses de quatre 4 cing fois plus fortes pour des 
ensemencements de 2 A 3 millions de germes par millilitre. 

L’activité ne semble donc pas seulement proportionnelle au taux en 
colistine ; c’est pourquoi il faut utiliser un standard de méthane- 
sulfonate pour chaque essai. : 

Pour terminer, nous voudrions signaler un phénoméne assez curieux 
que nous avons observé trés réguliérement : l’activité d’une solution 
aqueuse de méthane-sulfonate de colistine parait augmenter progressi- 
vement, surtout au cours des premiéres vingt-quatre heures suivant sa 
préparation. Ce phénoméne, dont nous ne connaissons pas encore 
l’explication, est actuellement 4 1’étude. 


RésumE. — Nous avons mis au point un dosage néphélométrique du 
sulfate de colistine en choisissant comme germe-test la souche de 
Klebsiella pneumoniae A. T. C. C. n° 10031 prescrite par 1’7U. S. P. XVI 
pour le dosage turbidimétrique de la néomycine, et en utilisant une 
série de concentrations croissantes de colistine allant de 0,6 A 5 U. 
par ml de milieu suivant l’inoculum choisi. 

Les courbes de croissance du germe en présence de colistine sont 
extrémement sensibles 4 de légéres variations des trois facteurs ino- 
culum, durée d’incubation et concentration en colistine. 

L’inoculum doit étre déterminé avec un soin _particuligrement 
minutieux. 

Les précautions diverses décrites dans l’article étant respectéees, on 
peut obtenir un dosage extrémement sensible et des résultats d’une 
grande précision. 

En ce qui concerne le méthanesulfonate de colistine, deux problémes 
restent posés. 

En premier lieu, l’activité ne semble pas proportionnelle uniquement 
au taux en colistine ; il faut par conséquent utiliser un standard de 
méthanesulfonate pour chaque essai. 

En second lieu, l’activité d’une solution aqueuse paratt augmenter 
progressivement, surtout au cours des premiéres vingt-quatre heures 
suivant sa préparation. 

Ces deux problémes sont actuellement a 1’étude. 
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SUMMARY. 


THE TURBIDIMETRIC ASSAY OF COLISTIN. 


For our turbidimetric assay of colistin sulfate, we choose as test 
organism the non capsulated Klebsiella pneumoniae described by 
U.S. P. XVI for the turbidimetric assay of neomycin. 

We use graded concentrations of colistin, from 0.6 to 5 units per ml 
medium according to the inoculum. 

The growth of the test organism in presence of colistin is very sensi- 
tive to small variations in the following factors : inoculum, length 
of the incubation period, and concentration in colistin. The inoculum 
should be determined with the greatest care. 

If all the prescribed precautions are taken, we obtain a very sensitive 
and accurate assay. 

As for the methanesulfonate, two problems still remain. 

First, the activity does not seem to depend only on the colistin 
concentration ; so we are obliged to use a standard of methanesul- 
fonate for each assay. 

Secondly, the activity of the aqueous solution increases progressi- 
vely, particularly during the first twenty-four hours, after its pre- 
paration. 

These two problems are under study. 


ACTION DE LA COLISTINE ET DE LA POLYMYXINE 
SUR PASTEURELLA PESTIS « IN VITRO » 
ACTION DE LA COLISTINE SUR LA PESTE EXPERIMENTALE DE LA SOURIS (’) 


par A. DODIN, E. R. BRYGOO et S. RAJENISON. 


(Institut Pasteur de Tananarive). 


Malgré 1’« héroique efficacité » (G. Girard) de la streptomycine dans 
la peste, il n’est pas sans intérét d’étudier l’action que peuvent avoir 
les nouveaux antibiotiques sur le bacille de Yersin. Les difficultés 
d’application d’une prophylaxie par la vaccination et le relachement du 
dépistage des cas de peste font peser sur les pays d’endémie la menace 
d’une recrudescence des bouffées épidémiques, aussi notre arsenal ne 
sera-t-il jamais trop fourni. Poursuivant l'étude, commencée il y a 
plusieurs années 4 |’Institut Pasteur de Madagascar, du comportement 
des souches de Pasteurella pestis en présence de divers antibiotiques 
[4, 2], nous nous sommes intéressés 4 ]’action de la colistine, anti- 
biotique isolé en 1950 de Bacillus colistinus, et de la polymyxine isolée 
d’une bactérie voisine, Bacillus polymyza. 


I. — Essais in vitro. 


TECHNIQUES. — a) Les souches. — Nous avons utilisé 18 souches patho- 
genes de Pasteurella pestis récemment isolées au laboratoire du Service 
Central d’Etude et de Prophylaxie de la Peste 4 Madagascar. Nous 
avons également employé 4 souches non pathogénes : E. V. de Girard 
et Robic, A 1122, Pecha et Auffraye. 


b) Etude de la bactériostase. — Nous avons étudié le pouvoir bactério- 
statique de la polymyxine et de la colistine avec des disques préparés 
par l'Institut Pasteur de Paris. Nous avons, de plus, étudié l’action du 
méthane-sulfonate de colistine sur des cultures en eau peptonée PTV. 

c) Etude de laction bactéricide. — Pour étudier l’action bactéricide 
de la colistine, nous avons utilisé les 4 souches non pathogénes, 1’étude 
de la bactériostase ayant montré qu’elles ne se comportaient pas diffé- 
remment des souches pathogénes. Des cultures liquides en phase de 
croissance sont diluées en eau peptonée PTV et l’on procéde & des filtra- 
tions sur membrane pour évaluer le nombre des germes au temps zéro. 
On ajoute aux milieux de la colistine, de facon 4 obtenir des concentra- 
tions finales de 20 pg : 2, 0,2, 0,02 ug/ml. Une partie de la culture ainsi 
additionnée de colistine est prélevée aprés 60-120 minutes et filtrée 


(*) Nous remercions M. Yves Carrissan, représentant des Laboratoires 


Roger Bellon & Madagascar, qui nous a procuré la colistine nécessaire 4 
notre expérimentation. 
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sur membrane coli V ; celle-ci est ensuite mise 4 incuber } 26° sur 


peptone PTV gélosée. La lecture du nombre des colonies se fait apres 
quarante-huit heures d’étuve. 


R&suttats. — Le tableau I donne les résultats de l’étude de la bacté- 
riostase. Nous indiquons a cété de la souche, la virulence pour la souris 
de ja suspension utilisée pour les essais bactériostatiques. Le chiffre 
indique la dilution la plus élevée donnant une mortalité de 100 p. 100. 


Tarteau I. — Action bactériostatique. 
DIAMETRE DE LA CONCENTRATION 
ED asa ZONE a eue ac eeas 
PATHOGENE v 
| SOUCHES Sac | ( US 
| SOURIS 
COLISTINE |POLYMYXINE| COLISTINE | POLYMYXINE 
DN a. Pdencecnee Cacaee ro—? Io 9 0,2 0,02 
NPR CHAS cre 25:2 non Io 9 2 0,02 
pathogéne 
II AUFFRAVE ... ro—1 Io Io 0,2 0,02 
non 19 10 2 0,02 
ASTER 22 Magers = age 36 pathogéne | 
PAV Aiea BIRO NG TOs’ 6 5 20 
BHR Aaa als 65 foals LOme! 10 i 0,2 
ANB Ait: & vay shone kare 1059 10 6 2 
TB Gi later apetees «elise TOs. ie 7 O” 
ANS Bees (ese. sb).0) + Ome Of 5 B 
Ni SSS Bike ate saclouayace « iO II 5 0,2 
PUR GIO OL OCR e TOmA me) 5 0,2 
EG ere oe 10-7? 10 6 0,2 
ORs co SoBe o oF LOS? 10 5 OZ 
I RAG OnG tO OO ore T Ome! I2 6 0,2 
"Ua a ain.o. alo dees TO>s IO 6 0,2 
IAs oo dab 0 ao oe LOm* igi 7 0,2 | 
TAO boaceaadoc Ome 1 8 0,2 
TiS 5 pen heeeytoneastcks TOmS ame) 7 0,2 
[Oem choo dos set TOmeo Io 6 0,2 
PEK e5, 800. dm aa TOmee 10 6 B 
BiE@scens coomsee LOm 10 9 2 
OWSOrh0cccvseee Op 5 | fo) 20 


Toutes les souches utilisées se sont montrées sensibles 4 de faibles 
concentrations de colistine. La souche 6/59 s’est montrée totalement 
résistante 4 la polymyxine ; c’est également la souche la moins sensible 
a la colistine puisque la zone d’inhibition ne mesure que 5 mm et que, 
en dilution, la concentration inhibitrice est comprise entre 2 et 
20 pg/ml. Cette souche, trés virulente, est d’isolement récent, mais il 


86 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ne semble cependant pas y avoir de rapport entre la date d’isolement, 
la virulence et la sensibilité, ainsi que le montre 1’étude des chiffres. 
du tableau. gs mech 

Le tableau II permet d’étudier la rapidité de l’action bactéricide. 


Tasieau II. — Rapidité de l’action bactéricide de la colistine. 


CONCENTRATION DE COLISTINE EN pg/ml 


SOUCHES 20 2 0,2 0,02 


| 


Temps de contact en minutes 


0 | 30|60|120; 0| 30| 60]120] ©] 30} 60/120) 0 | 30] 60 |120 


rt] o | 38|25| 4] 0 | 38] 30] 10] © | 38] 57 | 36 | 364); 


IOAN Ro or BSI 57, 

I. PECHA..| 42| 5] ©] 0 | 42| 38/12] 0 | 42| 40| 37] © | 42| 43] 41 | 40 
Ta 

AUFFRAYE .| 56| 8| 0] 0 | 56/17/15] 0 | 56| 23] 8] © | 56| 56) 54] 49]), 


A T22 <a OO) 5250, E21 Ou OOM 42a02 211 © | 60 60 | 45 | 39 |60 | 60 | 60 | 52 


Les chiffres indiquent le nombre de colonies obseryées apres filtration sur membrane. 


A concentration convenable, l’action bactéricide de la colistine se- 
manifeste en deux heures. 

C’est cette rapidité d’action in vitro qui nous a incités 4 rechercher- 
le pouvoir bactéricide in vivo sur la souris. 


II. — Essais in vivo. 


TrcuniquEs. — a) L’inoculation. — Toutes les souris, d’un poids. 
moyen de 20 g, ont été inoculées par voie intrapéritonéale avec 0,10 ml 
d’une suspension de Pasteurella pestis souche 2/59 représentant. 
100 000 doses mortelles DL100 (environ 200 000 000 de germes). 

L’inoculation marquait le temps T zéro. 


b) Le traitement. — Le médicament était administré par voie sous-. 
cutanée 4 des doses et & des temps variables. 
c) Les contréles. — Les souris survivantes ont été sacrifiées au dixiéme: 


jour. Pour toutes les souris en expérience, on pratiquait un examen 
direct du sang du coeur, et une culture du sang du cceur et de la pulpe- 
splénique. I] est en effet intéressant de ne pas juger l’action du médi- 
cament sur la seule survie et de chercher au contraire 4 évaluer la 
« stérilisation » de lorganisme, car on sait d’une part le réle que peut 
avoir le pouvoir toxique de la lyse rapide des germes, et d’autre part 
la possibilité de voir apparaitre des formes « retardées » si la stérilisa- 
tion n’a pas été compléte. 


Résutrats. — Les résultats sont présentés dans le tableau III. 
Administrées au temps zéro, c’est-d-dire en méme temps que les 
germes, 10000 unités de colistine protégent 8 souris sur 20 contre: 
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Tasreau II. — Action de la colistine in vivo. 
f om 
EVOLUTION CirnuRne 
" DU SANG DU 
| . : CUR ET DE 
DIFFERENTS TYPES Nombre de jours LA RATE PO- 
DE TRATTEMEN'S d’évolution avant | Survie] srtivEs 
le décés a POUR LE 
J +10 pasa 
D 
2 3 4 5 é 7 E YERSIN 
| Témoins : 30 souris non trai- 
CES Meas stoke rstarafalls Sete storeseny oo 20| 10 0/30 30/30 
Lot n° 1: 20 souris traitées 8 4/8 
par 10000 U de colistine ) 4 0/4 
che Dowel, 8/20 0/8 
Lot n° 2: 20 souris traitées 
par 10000 U de colistine 
ape ius =a # OO Reet oosnstcvetsaeten Keer Pe 8 4 8/20 0/20 
|| Lot n° 3: 20 souris traitées 
| par 10000 U de colistine 
i Spee AS wid. a oeti atlas tus 4 | Se) 4.) 2 Wee 0/20 20/20 
| Lot n° 4: 20 souris traitées | / 
| par 50000 U de colistine 4 414 
| en I injection 4 T + 48 h [( 16 0/20 0/16 
Lot n° 5: 20 souris traitées ; 
par 60 ooo U_ de colistine, \ ¢ t/t 
I injection de ro 000 U 
|| toutes les 12 heures a partir 19/20 2/19 
de T+ 24 h | 
a 


100 000 doses mortelles et inhibent la multiplication des germes inoculés 
chez 16 souris sur 20. 

Administrée aprés vingt-quatre heures, cette méme dose de colistine 
protége encore 8 souris sur 20 contre les mémes doses virulentes et, 
de plus, elle nous a donné cette fois une stérilisation bactériologique 
de tous les animaux. 

Si l’on attend quarante-huit heures avant d’administrer une dose 
unique de 10000 unités, on n’observe plus qu’une action retardatrice 
sur l’évolution de la maladie, il n’y a aucune survie et aucune stérilisa- 
tion. On peut admettre que les germes sont trop nombreux pour la 
quantité de colistine utilisée. En effet, si aprés le méme délai d’évolution 
on injecte 50000 unités au lieu de 10000, on n’obtient, comme dans 
le cas précédent, aucune survie mais 16 sur 20 des souris sont stérilisées. 
On remarquera également que, dans ce cas, le temps moyen de survie 
est plus court qu’avec l’administration de 10000 unités, ce qui est en 
faveur de l’action toxique des germes lysés en grand nombre. 

Si l’on injecte a partir de la vingt-quatri¢éme heure, toutes les douze 
heures pendant trois jours, 10000 unités de colistine, soit au total 
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60 000 unités, on observe la survie de 19 souris sur 20. Mais il faut 
souligner ici que 2 des souris survivantes présentaient encore des 
bacilles pesteux dans leur organisme et en assez grand nombre pour 
étre vus 4 l’examen direct. L’identification fut confirmée par la culture. 


III. — ConcuLusion. 


La colistine a donc une activité particuliérement nette sur le bacille 
de Yersin aussi bien in vitro qu’in vivo, ce qui permet d’élargir le 
spectre d’activité établi par René Martin et ses collaborateurs [3]. La 
rapidité d’action de l’antibiotique doit le faire considérer comme une 
thérapeutique de choix & garder en réserve et éventuellement utili- 
sable pour la prophylaxie ou le traitement de la peste. 


RESUME. 


Les auteurs étudient l’action in vitro de la colistine et de la poly- 
myxine sur Pasteurella pestis. La colistine, en milieu liquide, inhibe 
la croissance de 14 souches sur 22 4 la concentration de 0,2 g/ml. Pour 
2 souches, seule la concentration de 20 pg/ml permit d’obtenir la bacté- 
riostase. Avec la polymyxine, les doses inhibitrices variaient de 0,02 
a 0,2 ug/ml. ; 

L’action bactéricide de la colistine est rapide. Elle est obtenue en 
moins de deux heures de contact. 

In vivo, l’administration de 60 000 unités de colistine en 6 injections 
& douze heures d’intervalle, la premiére étant administrée vingt-quatre 
heures aprés l’inoculation de 100 000 DL100, permit de protéger 19 sou- 
ris sur 20. 


SUMMARY 


AGTIVITY OF COLISTIN AND POLYMYXIN ON Pasteurella pestis « IN VITRO ». 
ACTIVITY OF COLISTIN ON EXPERIMENTAL MICE PLAGUE. 


Study of the in vitro activity of colistin and polymyxin on Pasteurella 
pestis. 

In liquid medium, colistin inhibits the development of 14 strains 
out of 22 at a concentration of 0,2 wg/ml. With 2 strains, a conceh- 
tration of 20 ug/ml was necessary to obtain bacteriostasis. With poly- 
myxin, the inhibitory dosages varied from 0,02 to 0,2 ug/ml. 

The bacterial activity of colistin is rapid : it is obtained within 
less than two hours. 

In vivo, the administration of 60 000 units of colistin (6 injections at 
eleven hours interval, the first one after injection of 100000 DL100) 
protects 19 mice out of 20. 
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